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RESUMO

O leite se destaca como importante produto do agronegocio catarinense e
brasileiro por sua importancia econdémica e social. A globalizacdo do
mercado promoveu investimentos em produtividade e qualidade
composicional, mas ainda ha negligéncia para com a biosseguridade do
leite como alimento. Na rotina da cadeia lactea ndo existe uma
metodologia para identificacdo e triagem rapida de patdgenos de
importancia em saude publica e, os métodos tradicionais sdo laboriosos,
demorados e pouco eficientes. Dados epidemiolégicos sobre a circulagéo
de agentes zoondticos em rebanhos leiteiros sdo escassos, bem como
informacBes sobre ocorréncia de doengas transmitidas por alimentos
(DTAs). Neste contexto, desenvolvemos e avaliamos um método
analitico via PCR multiplex para detec¢do simultnea de seis patdgenos
com potencial zoon6tico, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Brucella abortus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e
Salmonella spp., em leite. O método compreende uma etapa de
concentracdo da amostra, posterior enriquecimento em cultura por 8
horas/ 37°C, seguido de tratamento térmico para extracdo do DNA e
amplificacdo de genes espécie especificos. O limite de deteccdo analitica
do método proposto foi 100 fg de DNA genbémico purificado por reacdo
e 10° CFU.mL? em leite contaminado, exceto para B. abortus (10*
CFU.mL?). A comparacdo do método desenvolvido com testes de
referéncia para o diagnostico de cada patdégeno, em amostras de leite de
tanques resfriadores, mostrou eficiéncia diagnostica semelhante (p
McNemar > 0,05) e concordancia entre os testes, kappa de 0,81 a 1,00,
para S. aureus, S. agalactiae e E. coli (p > 0,0001), kappa de 0,61 a 0,80
L. monocytogenes (p > 0,0001), kappa de 0,21 a 0,40 para B. abortus (p
> 0,0001) e insignificante (kappa 0,00 a 0,20) para Salmonella spp.,
mostrando eficiéncia, rapidez e baixo custo do método proposto. A
elevada ocorréncia de S. aureus (86,3%) e S. agalactiae (39,2%)
observada em leite de tanques (n = 102), pode ser o principal obstaculo
para a ndo obtencdo dos limites legais de qualidade do leite em muitas
propriedades catarinenses. A identificacdo de L. monocytogenes em
11,8% das unidades de producao, alerta para o risco na saide publica de
uma enfermidade negligenciada. No levantamento epidemiolégico de
patégenos em vacas lactantes (n = 1077), realizado por metodologia de
referéncia, S. aureus foi identificado como principal agente infeccioso
com potencial zoondtico em circulagdo, enquanto que em 0,46% das
vacas foram detectados anticorpos anti-brucelas lisas. Em conjunto,
nossos resultados mostram que o método desenvolvido podera ser uma



importante ferramenta na deteccao de infecgdes com potencial zoonético
em bovinos leiteiros e contribuir para a implementacdo de estratégias
racionais de vigilancia e controle de patégenos de interesse no
agronegocio do leite e na satde publica.

Palavras-chave: Patdgenos zoondticos. Producdo leiteira. Seguranca do
leite. Leite do tanque. Levantamento epidemioldgico.



ABSTRACT

Milk stands out as an important agribusiness product for Santa Catarina
and Brazil due to its economic and social importance. Market
globalization promotes investments in productivity and composition
quality. However there is lack of biosecurity scrutiny for milk as food. In
the dairy chain routine there is no methodology available for rapid
screening and identification of pathogens of public health importance, as
traditional methods are laborious, time consuming and have low
efficiency. Moreover, epidemiological data on the circulation of zoonotic
agents in dairy cows, as well as information on the occurrence of milk-
borne disease are scarce. In this context, we have developed and evaluated
a multiplex PCR analytical method for simultaneous detection in milk of
six pathogens with zoonotic potential, Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Brucella abortus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli and Salmonella spp. The method comprises a sample
concentration step, culture enrichment for 8 hours/ 37°C, followed by heat
treatment for DNA extraction and amplification of species-specific genes.
The analytical limit detection of the proposed method was of 100 fg of
purified genomic DNA per reaction and 10° CFU.mL™! in infected milk,
except for B. abortus (10* CFU.mL™1). The comparison of the proposed
method with reference tests for the diagnosis of each pathogen in cooled
milk tank samples showed similar diagnostic efficiency (p McNemar >
0.05) and concordance between tests, kappa 0.81 to 1.00, S. aureus, S.
agalactiae and E. coli (p < 0.0001), kappa 0.21 to 0.40 for L.
monocytogenes (p > 0.0001), kappa 0.21 to 0.40 for B. abortus (p >
0.0001) and a nonsignificant (kappa 0.00 - 0.20) for Salmonella spp.,
showing efficiency, speed and low cost of the proposed method. The high
incidence of S. aureus (86.3%) and S. agalactiae (39.2%) in milk tanks
(n =102), may be the main obstacle for not obtaining the legal limits milk
guality in many farms in Santa Catarina. The identification of L.
monocytogenes in 11.8% of the farms alerts for the public health risk of a
neglected disease. In epidemiological survey of pathogens in dairy cows
(n=1077), by reference methodology assays, S. aureus was identified as
the main infectious agent with zoonotic potential whereas 0.46% of cows
were detected anti-smooth Brucella antibodies. Taken together, our
results reveal that the proposed mPCR may be an important tool for
detection of zoonotic pathogens infections in dairy cattle and contribute
to the implementation of rational strategies for monitoring and control of
pathogens of interest in the milk agribusiness and public health.



Keywords: Zoonotic pathogens. Multiplex PCR. Dairy production. Milk
safety. Bulk tank milk. Epidemiologic survey.
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1 INTRODUCAO

O agronegécio do leite ocupa espaco de destaque na economia
global. O Brasil esta entre os quatro maiores produtores mundiais de leite,
apresentando producdo crescente e acelerada ha mais de uma década. Este
sistema agroindustrial € um dos mais expressivos do pais (CEPEA, 2011),
marcado pela énfase social, devido a caracteristica de producédo familiar,
quadro este relevante no estado de Santa Catarina (EPAGRI, 2012). Além
da importancia para a economia nacional, destaca-se sua relevancia na
alimentacdo humana, com reflexos possiveis a satide publica do pais.

Em decorréncia da globalizacdo a busca por competitividade na
cadeia lactea tem promovido investimentos constantes em produtividade
e qualidade composicional, porém ha negligéncia para com a
biosseguridade do leite como alimento. Cendrios atuais convergem para
um panorama no qual o Brasil tende a gerar excedentes na produgéo de
lacteos. Neste contexto, a biosseguranca dos alimentos em futuro préximo
pode se tornar uma barreira sanitaria para comercializacdo destes
produtos (PORTES; THALER NETO; SOUZA, 2012), limitando o
crescimento da producéo de leite no pais (MONARDES, 2004).

Atualmente, cerca de um terco do leite produzido no Brasil ndo
passa por tratamento que promovam redugdo de riscos (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2012), e ha escassez
de informacGes sobre a epidemiologia das doencas transmitidas por
alimentos (SANTANA et al.,, 2010). Embora ndo existam dados
epidemioldgicos consistentes e sistematizados, varios surtos de toxi-
infeccdes alimentares nos quais leite ou derivados estavam envolvidos,
foram registrados na literatura (CAMARA, 2002; CATAO; CEBALLOS,
2001; FAPEMIG, 2002; MARTINS VIEIRA et al., 1998; RUEGG, 2003;
VAN DER POEL, 2001). Resultados de estudos alertam para 0s
potenciais riscos a salde da veiculagcdo de microrganismos zoon6ticos
pelo leite ndo pasteurizado e seus derivados (ARCURI et al., 2010;
GUIMARAES; LANGONI, 2010; HOFFMANN et al., 2014; LAW etal.,
2015; ROCHA et al., 2014; SELEEM; BOYLE; SRIRANGANATHAN,
2010; SILVA, M. R. et al, 2007; SILVA, M. R. et al., 2013;
WENDLANDT; SCHWARZ; SILLEY, 2013).

Na cadeia do leite ndo existe um monitoramento de patdégenos
zoondticos, pois os métodos tradicionais para sua deteccdo s&o
trabalhosos e demorados, além de apresentarem baixa sensibilidade, visto
gue a maioria dos agentes sdo fastidiosos e tém crescimento prejudicado
pela presenca de residuos de antibioticos e/ou pela ineficiéncia logistica
de uma rede laboratorial, além da possibilidade de ndo cultivabilidade ou
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ndo viabilidade do momento celular (RADOSTITIS et al., 2000;
SANTOS, M. V.; FONSECA, 2007; TAPONEN et al., 2009). Ademais,
estudos buscando a deteccdo de patdgenos em leite com enfoque em
rebanho séo escassos na literatura.

Apesar da crescente importancia da cadeia produtiva do leite para
0 Pais e principalmente para o estado de Santa Catarina, pouco se tem
evoluido no sentido de reduzir as perdas econdmicas decorrentes de
problemas sanitérios nos rebanhos e garantir seguranca alimentar para o
produto ofertado ao consumidor. Estes fatos apontam para a necessidade
urgente do controle de patdégenos zoondéticos transmissiveis pelo leite,
para garantir a biosseguridade dos alimentos e competitividade da cadeia
produtiva do leite em nivel regional e nacional.

Em conjunto as evidéncias ressaltam a necessidade de uma
ferramenta diagndstica eficiente para identificagdo e monitoramento de
patégenos de importancia zoonética em leite, permitindo estudar a
circulacdo destes agentes na cadeia lactea, gerando informac@es uteis na
tomada de decisdo em vigilancia e controle epidemiolégico tanto em
salde publica quanto em sanidade animal, além de servir como
instrumento de avaliacdo de risco na cadeia de producgéo de derivados.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1  IMPORTANCIA DA CADEIA PRODUTIVA DO LEITE

O agronegdcio voltado a producéo de leite ocupa destacado espago
na economia mundial e representa entre 8,5% e 10,5% do valor total da
producdo agricola anual (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION,
2013). O setor leiteiro brasileiro conquistou lugar de destaque na cadeia
pecudria e no cenario econdémico do pais, passando de uma producao de
15 bilhdes de litros por ano no inicio dos anos 90, para 34,4 bilhdes de
litros em 2013, destacando-se como o quarto produtor mundial (EPAGRI,
2012; 2016; UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE,
2009).

A atividade leiteira é praticada em mais de um milhdo de
propriedades rurais, gerando mais de quatro milhdes de empregos diretos
na producdo primaria e agrega mais de 35 bilhGes de reais a producédo
agropecuaria nacional (CEPEA, 2011; EPAGRI, 2016; MULLER, 2002).
O leite estd entre 0s seis produtos mais importantes do agronegécio
brasileiro, a frente de setores importantes como o da siderurgia e o da
indUstria téxtil (BARBOSA et al., 2002).

A producéo de leite tem grande importancia para a economia do
Estado de Santa Catarina, especialmente para a pequena propriedade
rural. Prova disso é o constante incremento da producdo no Estado, que
no periodo de 2000 a 2013 cresceu 191% (EPAGRI, 2012; 2016).
Atualmente o Estado continua ganhando espaco no cenério nacional,
sendo o 5° maior produtor, com aproximadamente 8,5% da producéo
brasileira (EPAGRI, 2014; 2016). A producdo se caracteriza por pequenas
propriedades, fazendo da atividade o principal pilar da agricultura
familiar, em especial na regido Oeste que é responsavel por 73,9% da
producdo estadual de leite (EPAGRI, 2014).

O Brasil vem se consolidando como potencial exportador de
alimentos, apresentando um crescimento médio de 4,1% na producéo
anual de leite nos Gltimos dez anos. Em Santa Catarina o crescimento
deste indice é de 8,6%, incrementando os excedentes de producao de leite,
normalmente destinados ao mercado de outros estados brasileiros
(EPAGRI, 2014; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2012). Este aumento, nos ultimos anos foi absorvido
pela elevacdo do consumo, em decorréncia do aumento no poder
aquisitivo da populacdo, porém este fato esta se alterando com a crise
politico-econdmica em que se encontra o pais. Portanto, ndo ¢é possivel
estimar o limite do mercado interno em absorver a producéo que cresce
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em ritmo constante e acelerado. Neste sentido had uma exigéncia de que o
pais produza leite com seguranc¢a e qualidade, para ser competitivo no
mercado globalizado.

Além da importancia para a economia nacional, destaca-se a sua
relevancia na alimentacdo humana, com reflexos diretos na salde da
populacdo (GUIMARAES; LANGONI, 2010). O consumo médio dos
brasileiros em equivalente leite fluido, foi de 171 litros em 2012, com um
crescimento acumulado de cerca de 33% na Gltima década (EPAGRI,
2014).

Em contraste, uma importante questdo que vem preocupando
autoridades, liderancas e pesquisadores, € a qualidade do leite produzido
no Brasil. O leite sem qualidade e inocuidade® causa grandes perdas
econdmicas ao setor, representa um risco a satde publica, inviabilizando
a conquista de mercados mais lucrativos e compromete a credibilidade da
cadeia produtiva como um todo (DURR; ANTONI; TOMAZI, 2005).
Além disso, ndo se pode falar em qualidade de vida da populacdo de um
pais, sem falar da qualidade dos alimentos que essa popula¢do consome.

Neste sentido, ter um rebanho sadio é uma das premissas para se
produzir leite com qualidade (PORTES; THALER NETO; SOUZA,
2012). O levantamento e o monitoramento de informacdes
epidemioldgicas sobre agentes que impactam tanto na salde publica,
guanto na sanidade animal, é de suma importancia para auxiliar na tomada
de decisdes na cadeia do leite, rumo ao incremento da produtividade e
biosseguridade (PROGRAMA DE ZOONOSES - REGIAO SUL, 2010)

2.2 LEITE COMO VEICULO DE INFECCOES ZOONOTICAS

O leite e os produtos lacteos representam uma das mais
importantes fontes de nutri¢do e energia da humanidade e como a maioria
dos produtos de origem animal, quando n&do biosseguro, pode ser veiculo
potencial para uma série de agentes infecciosos de carater zoon6tico com
importante impacto na satde publica.

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) conceitua zoonose como
doenca infecciosa transmissivel de animais vertebrados ao homem.
Estudos recentes mostram que 62% dos 1.415 agentes infecciosos
conhecidos podem ser transmitidos entre animais e seres humanos
(OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2014a; WHO, 2002).
A protecdo ao estado de satide animal e humano é um dever das nages

! Inocuidade ¢ a caracteristica ou propriedade dos alimentos de nédo
causar dano a saude do consumidor.
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federativas para sustentabilidade do desenvolvimento global (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2013).

Leite e derivados sdo excelentes meios para o desenvolvimento
tanto de microrganismos desejaveis, quanto de indesejaveis (patogénicos
ou deteriorantes) (TEUBER, 1992), necessitando de cuidados especificos
desde sua producéo até o consumo (BELOT]I, 2015a). A transmissdo de
patégenos zoondticos para humanos, através do leite e derivados, pode
decorrer do consumo de produtos lacteos crus, de erros na pasteurizacgdo,
da contaminacdo de produtos lacteos por patdgenos resistentes ao calor,
da contaminacg&o destes por patégenos zoondticos pds-processamento ou
até da adulteracdo fraudulenta do leite (RUEGG, 2003; RUUSUNEN et
al., 2013; WHO, 2002). O animal infectado também é fonte potencial de
infeccdo direta para humanos (GUIMARAES; LANGONI, 2010;
RUEGG, 2003). A emergéncia de resisténcia antimicrobiana em
patégenos zoondticos é outra ameaca potencial para a saide humana
(RUEGG, 2003). A alta prevaléncia de infec¢bes intramamarias
subclinicas (95%) em bovinos € um agravante que pode facilitar a
veiculagdo de patdgenos pelo leite.

Nas Gltimas décadas, o aparecimento e a tendéncia crescente de
surtos mundiais envolvendo agentes zoonéticos que podem ser
transmitidos através do leite e seus derivados, tém despertado atencéo
global e preocupacdo de autoridades (DAVIS; LI; NACHMAN, 2014;
GLUCKMAN, 2015; WHO, 2002) e pesquisadores (FONSECA;
SANTOS, 2000; GUIMARAES; LANGONI, 2010; ROCHA et al., 2014;
SILVA, M. R. etal., 2013; VAN DER POEL, 2001). Dentre os principais
microrganismos, além dos causadores de epizootias classicas como
Mycobacterium bovis e Brucella abortus, destacam-se o Staphylococcus
aureus produtor de enterotoxinas, Escherichia coli enteropatogénica e
enterotoxigénica, Streptococcus sp., Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes. (ANTOGNOLI et al., 2009; CATAO; CEBALLOS,
2001; GUIMARAES; LANGONI, 2010; LYNCH et al., 2012;
MANNING et al., 2010; MARTINS VIEIRA et al., 1998; NING et al.,
2013; RUEGG, 2003; SILVA, M. R. et al., 2013; VAN DER POEL,
2001; VAN KESSEL et al., 2013; WHO, 2002). Estes microrganismos
sdo reportados como causadores de doencas sistémicas em bovinos e
isolados de mastites clinicas ou subclinicas. (LANGONI, 1997;
LANGONI et al., 2000).

No Brasil, as informagdes epidemioldgicas de doengas
transmitidas por alimentos sdo escassas. Estima-se que apenas 10% do
nimero real de surtos sejam reportados e confirmados, devido a
deficiéncia dos servicos de vigilancia epidemioldgica, do diagnostico
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clinico e laboratorial insuficiente e da baixa conscientizacéo da populagéo
diante do problema (GERMANO et al., 1993; SANTANA et al., 2010).
Entretanto, foram registrados em passado recente, varios surtos de toxi-
infeccbes alimentares, nos quais leite ou produtos derivados estavam
envolvidos (CAMARA, 2002; FAPEMIG, 2002; LYRA DE FREITAS et
al., 2009; MARTINS VIEIRA et al., 1998).

Na Europa e na América do Norte, onde o sistema de vigilanciaem
salde é rigoroso e eficiente, a maioria dos surtos de infeccdes associados
ao consumo de leite e derivados sdo atribuidos a ingestdo de leite bovino
ou queijo maturados (OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES,
2014a; WHO, 2002). Portanto, o fato de paises em desenvolvimento ainda
apresentarem taxas significativas de consumo de leite cru ou de produtos
preparados com leite ndo pasteurizado, é preocupante (DURR; ANTONI;
TOMAZI, 2005; SILVA, M. R. et al., 2007; WHO, 2002). No Brasil,
cerca de 33% do leite produzido ndo é captado pelas inddstrias de
lacticinios, sugerindo que seu consumo ocorra sem pasteurizacdo e,
provavelmente  sem qualquer fiscalizacdo  higiénico-sanitaria
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2012;
ZOCCAL, 2012). Grande parte deste leite informal é destinado a
fabricacdo de queijos artesanais elaborados a partir de leite recém-
ordenhado, ndo pasteurizado ou néo fervido (SILVA, M. R. et al., 2013).

Historicamente, com o advento da pasteurizagdo, diminuiram os
relatos de varias doencas, como brucelose, tuberculose, difteria, febre Q
e uma série de gastrenterites transmitidas pelo leite e seus derivados
(SILVA, M. R. et al., 2007). Por outro lado, deve ser ressaltado que
embora altamente efetivo no controle de doencas de origem alimentar, o
tratamento térmico se ndo complementado com padrbes elevados de
higiene desde a producdo até o completo processamento, torna-se
insuficiente (BELOTI, 2015b; CATAO; CEBALLOS, 2001; DE
BUYSER et al., 2001). Ademais, existe suspeita que alguns patégenos
como a Listeria monocytogenes (FARBER et al., 1988; SZLACHTA et
al., 2010) e o Mycobacterium paratuberculosis (CARVALHO et al.,
2012; GRANT; BALL; ROWE, 1998), sobrevivam a pasteurizacdo. No
entanto, ha consenso na comunidade cientifica de que apenas linhagens
de Bacillus cereus apresentam esta capacidade (BELOTI, 2015b). Por
outro lado, enterotoxinas estafilococicas resistentes as hidrolases
gastricas sdo altamente estaveis ao aquecimento (100°C durante 30 min),
resistindo aos tratamentos térmicos comumente aplicados ao leite
(BELOTI, 2015b; FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004; JAY, 1994).
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Os léacteos sdo, portanto, ainda considerados importantes veiculos
de transmissdo de agentes com carater zoondtico no Brasil (ARCURI et
al., 2010; DA SILVA et al., 2015; FAGUNDES et al., 2010;
HOFFMANN et al., 2014; JORDAO JUNIOR et al., 2009; MORAES et
al., 2009; MOURA; DESTRO; FRANCO, 1993; NERO et al., 2008;
SGARIONI et al., 2014). Como demostra o estudo de Martins Vieira et
al. (1998), nos surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTAS),
entre 1991 e 1995 no Estado de Minas Gerais, foi verificado uma
prevaléncia de 65% de intoxicacdes estafilocdcicas relacionadas ao
consumo de queijo como provavel alimento implicado.
Coincidentemente, Staphylococcus sp. é o principal agente etiol6gico da
mastites em rebanhos leiteiros em nivel mundial (BRADLEY, 2002;
BRITO, M. A. V.P.etal, 1999; COSTA etal., 1995; FAGUNDES et al.,
2010; KEEFE, 2012; LARANJA; MACHADO, 1994; PORTES et al.,
2014b).

O consumo de leite e produtos lacteos ndo pasteurizados aumenta
em 100 a 150 vezes o risco relativo de possiveis infeccdes zoonoticas, em
comparagao ao consumo destes pasteurizados (DAVIS; LI; NACHMAN,
2014; GLUCKMAN, 2015). Estudo em areas periurbanas de Juiz de Fora
revelou taxas de consumo de leite e queijo ndo inspecionados em
residéncias de 42% e 66,5%, respectivamente (SILVA, M. R. et al,,
2005). Em Mato Grosso do Sul, entre 1991 e 2001, foram notificados
12.820 casos de toxi-infecches estafilocdcicas, em 26 surtos, todos
associados ao consumo de leite ou derivados, principalmente queijo
frescal (CAMARA, 2002). Estudo realizado com queijo serrano em Santa
Catarina, produzido a partir de leite cru, mostrou que o produto
apresentava-se improprio para 0 consumo, com isolamento de S. aureus,
E. coli e L. monocytogenes (MELO et al., 2013). Estudos também
demostraram que leite cru e queijos produzidos a partir deste, foram as
principais fontes de transmissdo da B. abortus, para humanos
(BOTELHO et al., 2000; BRYAN, 1982; NAMIDURU et al., 2003).

Na maioria dos transtornos de salde provocados por leite e
derivados contaminados os sintomas clinicos nos pacientes estdo
principalmente relacionados ao trato gastrointestinal. Porém, patdgenos
de origem alimentar como a Listeria monocytogenes, sdo capazes de
causar a morte do paciente de forma aguda (BRYAN, 1982; WHO, 2002).
A listeriose apresenta uma taxa de mortalidade proxima de 50%. O agente
causador é psicotréfico e é capaz de resistir a condigbes ambientais
adversas, como baixo pH e altas concentra¢des de cloreto de sédio, o que
acentua o risco a salde publica (D'OVIDIO, 2011). Outro patogeno
presente no leite com potencial zoon6tico € o Streptococcus agalactiae,
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importante e prevalente agente da mastite bovina no Brasil, reportado
como causa frequente de septicemia neonatal em humanos (BOHNSACK
et al., 2008). Sua presenca é comum no trato urogenital das mulheres
(KEEFE, 2012; MANNING et al., 2010). Em adultos, a septicemia por
este patdgeno, embora rara, esti cada vez mais frequente, especialmente
em pacientes com doengas cronicas, imunodeprimidos e idosos
(BATISTA; FERREIRA, 2015).

Epizootias cléssicas, que podem ser transmitidas através do
consumo de leite e seus derivados, como a tuberculose e a brucelose
continuam sendo importantes causas de Obitos nos paises em
desenvolvimento (LANGONI et al., 2000). As infeccBes por Brucella
abortus em rebanhos bovinos apresentam distribuicdo cosmopolita.
Embora seja de notificacdo obrigatoria, em muitos paises os dados
oficiais ndo refletem a situacdo real de casos, sendo a incidéncia
verdadeira estimada entre 10 a 25 vezes maior do que os relatados
(OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2014a; WHO, 2002).
Santa Catarina possui uma das menores taxas de prevaléncia de brucelose
bovina do Brasil (SIKUSAWA et al., 2009). No entanto, focos da doenca
continuam sendo reportados em varias cidades do estado (DIVE, 2012).
Apesar de subdiagnosticada e subestimada, a soropositividade para
brucelose humana apresentou um incremento de 122% em 2011, em
relacdo ao ano anterior, demonstrando a circulagdo deste patégeno no
Estado (DIVE, 2012).

Em 2001, foi implantado, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA/SDA), o Plano Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Bovina (PNCEBT), que
estabelece diretrizes para o diagnostico soroldgico de Brucelose. No
entanto, devido as limitagdes dos exames sorolégicos, principalmente
para Santa Catarina, que oficialmente ja se encontra em fase de
erradicacdo da enfermidade, ou seja, com baixo nimero de rebanhos
positivos, a implementacdo de metodologias diagndsticas que permitam
a avaliacdo por rebanho com maior sensibilidade devem ser consideradas
no &mbito do PNCEBT.

Uma preocupacdo adicional em fazendas leiteiras é a transmissdo
de patdgenos zoondticos aos trabalhadores rurais e visitantes (RUEGG,
2003). Em Santa Catarina, devido ao modelo de agricultura familiar, pilar
da producdo leiteira estadual, o leite e derivados (queijo, nata, ricota, etc.)
sdo normalmente consumidos na propriedade sem o prévio tratamento
térmico. Além disso, as pessoas envolvidas na atividade de producéo do
leite estdo em contato direto com animais contaminados, ou seja, em risco
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zoondtico iminente. A abertura de agroindustrias familiares para
agregacao de valor a pequenas propriedades vem sendo estimulada no
Estado. No entanto, estas propriedades ndo sdo certificadas quanto a
auséncia de doengas zoonoéticas, representando um risco de transmissdo
destes patdgenos para os consumidores do leite bovino e seus derivados.
Além disso, existe a Instru¢cdo Normativa 30/2013 do MAPA que permite
a comercializacéo de queijos maturados (artesanais), elaborados a partir
de leite cru, com periodo de maturacdo inferior a 60 dias, desde que exista
garantia técnico-cientifica de qualidade e inocuidade do produto
(BRASIL, 2013).

Neste contexto, ressalta-se a importancia de ferramentas de
diagnostico sensiveis e especificas para auxiliar no monitoramento e no
controle destes patogenos, visando certificar as propriedades e
agroindustrias para producdo de leite e derivados biosseguros.

2.3  PATOGENOS ZOONOTICO§ E O IMPACTO NO SETOR
PRODUTIVO DA CADEIA LACTEA

A maioria dos agentes etioldgicos da mastite bovina apresenta
potencial zoonético (BOOR, 2001; DE BUYSER et al., 2001;
FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004; GUIMARAES; LANGONI, 2010;
ZADOKS et al., 2011). Dentre as doengas que acometem os animais de
producdo leiteira a inflamacdo da glandula mamaria é a mais importante,
pela alta prevaléncia e pelos elevados prejuizos que causa a cadeia lactea
mundial, ocasionando reducdo da produtividade, aumento no custo de
producdo, interferéncia na qualidade e a reducdo da vida dtil do leite
processado e seus derivados (BOOR, 2001; BRADLEY, 2002; SANTOS,
M. V.; FONSECA, 2007).

No Brasil, estimativas apontam para uma variacdo de 20 a 38% na
prevaléncia da doenca (FONSECA; SANTOS, 2000). As mastites
clinicas séo as que trazem maior preocupacdo aos produtores. Contudo,
as mastites subclinicas normalmente despercebidas, correspondem por 90
a 95% das ocorréncias e sdo responsaveis por 70% dos prejuizos
acarretados pela enfermidade no pais (SANTOS, M. V.; FONSECA,
2007). Segundo Langoni et al. (1999), o prejuizo anual de uma vaca com
mastite subclinica no Brasil é de aproximadamente 330 ddlares, valor
superior ao dos Estados Unidos, que assinala perdas de 200
délares/vaca/ano.

Entre os patégenos causadores de mastite, S. aureus e S.
agalactiae possuem posicdo de destaque e o isolamento e importancia
desses agentes em rebanhos bovinos leiteiros no Brasil tem sido relatado
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por diversos autores (BRITO, M. A. V. P. et al., 1999; COSTA et al.,
1995; FAGUNDES et al.,, 2010; FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004;
LANGONI, 1997; LANGONI et al., 2011; PORTES et al., 2014b;
RIBEIRO; KOLLING; ZANELA, 2016; SANTOS, L. L.; PEDROSO;
GUIRRO, 2010; SOUZA et al., 2009). Wilson, Gonzalez e Das (1997)
verificaram que a contagem de células somaticas (CCS) para animais com
isolamento de S. aureus e S. agalactiae foi de 440.000 e 640.000
células/ml, respectivamente. Estudo realizado no Brasil mostrou dados
semelhantes, apontando a infeccdo intramaméaria como o fator
predominante responsavel pelo aumento da CCS de vacas leiteiras e que
este aumento é especifico conforme os patdgenos da mastite, sendo o S.
agalactiae o responsavel pelo maior aumento (SOUZA et al., 2009). Com
base no exposto, o controle e prevencdo da mastite por S. aureus e S.
agalactiae é fundamental para que os rebanhos brasileiros possam atender
os limites legais de CCS estabelecidos na IN62 de 400.000 células/mL
(BRASIL, 2011; 2016). Embora o S. agalactiae seja um patégeno
altamente contagioso é o Unico agente causador de mastite passivel de
erradicacao.

Estudo recente de 987 amostras realizado por nosso grupo
mostrou que em 57,7% delas foi possivel o isolamento de patdgenos,
demostrando o perfil microbiolégico do leite de rebanhos do Oeste de
Santa Catarina (Figura 1), (PORTES et al., 2014b).

Figura 1 — Perfil etioldgico da mastite bovina em rebanhos leiteiros do Oeste de
Santa Catarina, 2010-2011.
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Fonte: Adaptado de Portes et al. (2014b).

Nota: SCP — Staphylococcus coagulase positivo; SCN — Staphylococcus
coagulase negativo.
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A mastite é considerada a enfermidade de maior custo para a
bovinocultura leiteira, respondendo por 38% dos gastos diretos com
doencas (KOSSAIBATI; ESSLEMONT, 1997), sendo o fator limitante
mais importante para a lucratividade na produgdo de leite em todo o
mundo (OLIVER; MURINDA, 2012). Em fung¢&o de sua alta prevaléncia
nos rebanhos do pais, estima-se que possam ocorrer perdas produtivas da
ordem de 15% (SANTOS, M. V.; FONSECA, 2007), o que significa um
total de 5,16 bilhdes de litros de leite ao ano, em relacdo a produc¢éo anual
de 34,4 bilhdes de litros. Nos Estados Unidos estima-se que o custo da
mastite por vaca/ano seja de aproximadamente US$ 185, o que
corresponde a um custo anual para o pais de 1,8 bilhdes de doblares
(PHILPOT; NICKERSON, 2002), segundo o National Mastitis Council
este custo é de 2 bilhdes de dolares ano (HOGAN et al., 2012).

Em relacdo a brucelose, outra importante zoonose de carater
mundial, sdo previstas perdas de 20% na producéo de leite em rebanhos
endémicos (OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2014a). A
prevaléncia de focos de brucelose bovina em propriedades pecuarias no
Brasil varia de 0,32% a 41,5% e de animais soropositivos de 0,06% a
10,2% (CHATE et al, 2009; SIKUSAWA et al., 2009). Estudos
realizados em 2013 demonstraram que o0 prejuizo total da brucelose no
Brasil foi estimado em U$ 448 milhdes. A cada 1% de variagdo na
prevaléncia, estima-se o incremento no prejuizo de U$ 77,85 milhdes no
custo da brucelose bovina no Brasil. As perdas por fémea infectada, com
idade superior a 24 meses, foram estimadas em U$ 211,00 e U$ 113,74
em rebanhos de leite e de corte, respectivamente (SANTOS, R. L. et al.,
2013).

Dados sobre os impactos produtivos causados por patdgenos
zoondticos na producdo sdo limitados devido ao pouco conhecimento
acerca da circulacdo destes agentes nos rebanhos leiteiros. Além disso,
outros patégenos como L. monocytogenes e Salmonella spp. séo
negligenciados na pecudria leiteira.

Cerca de 75% das novas doencas que tém afetado os seres humanos
ao longo dos Gltimos 10 anos tém sido causadas por agentes patogénicos
provenientes de um animal ou a partir de produtos de origem animal. Este
fato tem resultado em esforcos mundiais de colaboracdo entre a
Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO),
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e Organizacdo Mundial de Salde
Animal (OIE), a fim de compreender e controlar tais enfermidades
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2013).

As doengas infecciosas sdo uma preocupagdo crescente em
fazendas leiteiras pelo seu impacto potencial sobre a salde humana e
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animal, produtividade, seguranca dos alimentos e economia (PRADHAN
et al., 2009). Para reduzir o risco da presenca de microrganismos
indesejaveis no leite cru sdo necessarias medidas para diminuir a
prevaléncia das infecgdes intramamarias, para isso € importante se
conhecer quais 0s agentes patogénicos presentes nos rebanhos (RUEGG;
REINEMANN, 2002). Informacdes sobre a prevaléncia de patégenos no
sistema produtivo sdo relevantes para escolha de melhores estratégias de
acdo e mitigacdo visando seu controle e/ou a erradicacdo (PRADHAN et
al., 2009; SILVA, M. R. et al., 2013). Varios modelos tém mostrado que
com a implantacdo de programas de reducdo de patdgenos, diminui
significativamente o risco de doen¢a humana (SMITH et al., 2013).

A escassez de dados epidemioldgicos acerca da circulagdo de
patdgenos zoondticos e a inexisténcia de programas efetivos de vigilancia
nos rebanhos brasileiros dificultam atuacfes preventivas na cadeia
produtiva. Neste sentido, a elaboracdo de uma viséo epidemioldgica sobre
0s patdgenos zoondticos circulantes na cadeia lactea, em particular do
Oeste de Santa Catarina, podera subsidiar programas de vigilancia
epidemioldgica e de satde publica no que tange a zoonoses transmitidas
via leite e derivados, contribuir em nivel de rebanho com as estratégias de
controle de mastite e sanidade bovina, melhorando a produtividade e a
gualidade da matéria prima, e auxiliar a inddstria de lacticinios na
implementacdo das medidas focadas na qualidade do leite e seguranca dos
alimentos.

A seguranca dos alimentos e o risco de resisténcia antimicrobiana,
associados, representam uma dupla preocupacdo de importancia
crescente (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2013). Na
pecuéria leiteira, a mastite é a doenca que demanda o maior emprego de
antimicrobianos (ERSKINE et al., 2004). Antimicrobianos tém sido
empregados no tratamento da mastite desde a década de 40 e constituem
um componente essencial nos programas de controle da doenca. O
desconhecimento do padrdo de infecgdo e da susceptibilidade aos
antimicrobianos do rebanho ou de rebanhos da mesma regido, devido ao
ndo uso de ferramentas diagnosticas, favorece a emergéncia de
resisténcia.

Genes que conferem resisténcia antimicrobiana sdo um fenémeno
natural em comunidades bacterianas, portanto, sua simples presen¢a ndo
é preocupante (D'COSTA et al., 2011), mas a utilizacdo em larga escala
de antibidticos e quimioprofilaticos exerce uma pressdo seletiva,
conduzindo ao aparecimento de agentes patogénicos resistentes
(GOOTZ, 2010). Um bom exemplo de resisténcia antimicrobiana
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envolvendo bovinos é o caso do S. aureus resistente a meticilina (MRSA).
Seis meses apos o inicio da comercializacdo de meticilina em 1960, trés
isolados resistentes foram relatados (GRUNDMANN et al., 2006). Varios
casos de transmissdo de MRSA entre vacas e seres humanos tém sido
reportados (HOLMES; ZADOKS, 2011).

As crescentes descri¢des de resisténcia muiltipla em isolados de
leite bovino (GIANNEECHINI, R. E.; CONCHA; FRANKLIN, 2002;
HOLMES; ZADOKS, 2011; KALMUS et al., 2011; MORONI et al.,
2006; PERSSON; NYMAN; GRONLUND-ANDERSSON, 2011;
PITKALA et al., 2004; POL; RUEGG, 2007; SANTOS, F. F. D. et al,,
2016), inclusive em Santa Catarina (PORTES et al., 2014a), alertam sobre
0 risco de veiculagio em humanos de linhagens multirresistentes,
mediante o consumo de leite ou derivados lacteos.

Considerando a auséncia de monitoramento na producao leiteira e
0 desconhecimento do nivel de controle higiénico sanitario no
processamento de 1/3 da producédo nacional, ha um elevado risco para
salde publica de transmissdo de multipla resisténcia associada aos
patdgenos zoonoticos.

2.4 DIAGNOSTICO DE AGENTES INFECCIOSOS ZOONOTICOS
E CARACTERIZACAO GENOTIPICA

Apesar da importancia dos patégenos zoon6ticos que podem ser
veiculados pelo leite para a satde publica, possivelmente pela dificuldade
de deteccdo quando esses microrganismos estdo presentes em pequeno
nimero ou pela interferéncia da microbiota endogena, ndo se tém até o
momento, metodologias eficientes de andlise disponiveis na rotina
diagnostica. Além disso, poucos trabalhos tém reportado a busca de novas
ferramentas para diagnéstico destes patdgenos no leite com enfoque em
rebanho.

Os métodos tradicionais empregados para diagndstico dos agentes
bacterianos contaminantes do leite e associados a quadros de mastites em
bovinos se baseiam na cultura, para isolamento e identificacdo das
bactérias por técnicas bioquimicas (BRITTEN, 2012; CRESSIER;
BISSONNETTE, 2011). Além da baixa sensibilidade do método, visto
gue a maioria dos agentes sdo fastidiosos, o baixo espectro explorado nas
rotinas convencionais evitando onerar o teste, limita sua aplicacdo
(TAPONEN et al., 2009). Fatores como doencas subclinicas com
liberacdo intermitente de patdgenos e residuos de antibidticos limitam
ainda mais esta metodologia (RADOSTITIS et al., 2000; SANTOS, M.
V.; FONSECA, 2007). Ainda existe possibilidade da presenca de
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bactérias viaveis, mas nao cultivaveis (VNC) (FORSYTHE, 2013). A
presenca de leucdcitos e a alta contagem de células somaticas no leite
também tém um potencial de inibi¢do do crescimento (CREMONESI et
al., 2005; PHUEKTES; MANSELL; BROWNING, 2001). Outro
agravante é a falta de uma rede de laboratérios para diagnéstico
microbioldgico, dificultando a logistica e prejudicando a qualidade das
amostras. Estes fatores somados colaboram para que 0 uso desta
ferramenta seja negligenciado na rotina clinica.

Paralelamente, o0s exames sorologicos (imunodiagnostico)
permitem avaliar de forma indireta o contato do hospedeiro com o
patégeno, através da pesquisa de anticorpos contra um antigeno
especifico. Entretanto, métodos soroldgicos estdo disponiveis para um
nimero limitados de agentes e, ademais, frequentemente apresentam
problemas de sensibilidade e especificidade e em muitos casos s
permitem a deteccdo de anticorpos em uma fase muito tardia da doenca.
Além disso, ha necessidade de coleta de sangue, que envolve 0 manejo
com 0s animais, dificultando ainda mais a utilizac&o.

Em linear crescente, ferramentas de biologia molecular tém sido
exploradas em substituicdo as metodologias classicas (CRESSIER;
BISSONNETTE, 2011; LAW et al., 2015; PAULA et al., 2015;
TAPONEN et al., 2009; ZADOKS et al., 2011). Em comparagdo aos
métodos tradicionais de diagnéstico a utilizacdo da metodologia de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) apresenta vantagens como
rapidez, sensibilidade, especificidade, potencial para automagdo e a
possibilidade de trabalhar com bactérias invidveis (proveniente de
amostras inadequadamente preservadas) e/ou que nao sao cultivaveis ou
nao inclusas nas rotinas de diagnostico laboratorial, ou ainda patégenos
fastidiosos (LAW et al., 2015; MARTINEZ; HAREL; GOTTSCHALK,
2001; PHUEKTES; MANSELL; BROWNING, 2001). Em contrapartida,
a complexidade e o custo dos insumos de métodos moleculares podem
limitar sua aplicagio (RUGGIERO et al., 2007). No entanto,
considerando as vantagens da técnica e possibilidade de sua realizacéo
com enfoque de rebanho e em escala na cadeia lactea, esta metodologia
podera trazer impactos muito positivos no monitoramento de patégenos
na cadeia lactea com reflexo na qualidade sanitéria do leite e seus
derivados.

A PCR Multiplex (mPCR) é uma variante da PCR convencional
empregada de forma progressiva no diagndstico simultaneo de diferentes
patégenos (CHIANG et al., 2012; CREMONESI et al., 2005; GANDRA
etal., 2016; KIM, J. H. etal., 2014; KUMAR; MURALLI; BATRA, 2009;
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ORZIL et al.,, 2016; PHUEKTES; MANSELL; BROWNING, 2001;
SHOME etal., 2011; SILVA, M. A., 2008; TROCANTELLI etal., 2015).
Utilizando mais de um par de iniciadores na mesma reagdo, o teste
possibilita a amplificacdo de mais de uma sequéncia de DNA, permitindo
a deteccdo simultdnea de varios agentes em uma mesma reacdo
dinamizando o trabalho, reduzindo custos e o tempo de diagnostico e
aumentando a capacidade de processamento de amostras pelo laboratério
(LEE, N. et al., 2014; PARK; RICKE, 2015; PHUEKTES; MANSELL;
BROWNING, 2001; ZHAO et al., 2014).

A maioria dos métodos de PCR empregados para a deteccdo de
agentes no leite e seus derivados necessita de enriquecimento em meio de
cultura previamente a extracdo (CHIANG et al., 2012; LEE, K. H. et al.,
2008; PHUEKTES; MANSELL; BROWNING, 2001; RIFFON et al.,
2001). A deteccdo direta de patdgenos bacterianos em amostras de leite é
um trabalho oneroso devido a presenca de substancias inibidoras da
reacdo, presentes na matriz do leite e na microbiota autdctone
(CREMONESI et al., 2005; HASSAN et al., 2002). A deteccdo de
patogenos no leite sem a etapa de pré-enriquecimento tem sido relatada
na literatura (CRESSIER; BISSONNETTE, 2011; MARTINEZ;
HAREL; GOTTSCHALK, 2001; ROMERO; LOPEZ-GONI, 1999). No
entanto, o pré-enriquecimento torna a técnica mais sensivel (CHIANG et
al., 2008; CHIANG et al., 2012; LEE, K. H. et al., 2008; MEIRI-
BENDEK et al., 2002).

A andlise genotipica apresenta vantagens e maior poder de
tipificacdo e discriminagdo, em relacdo as técnicas de diagndstico
fenotipico (CREMONESI et al., 2005; PHUEKTES; MANSELL;
BROWNING, 2001). As analises fenotipicas dependem da expressdo de
fatores biolégicos da célula tais como: a producdo de enzimas,
metabolizacdo de nutrientes, detec¢do de produtos finais do metabolismo
e susceptibilidade a agentes quimicos. As caracteristicas fenotipicas
reguladas por genes podem sofrem grande influéncia das condigdes do
meio ambiente, 0 que torna a técnica limitada podendo incorrer em
resultados falso-negativos e erros de 1 a 10% no diagnostico (SILVA, E.
R.; SILVA, 2005; ZSCHOCK et al., 2005).

Por outro lado, a caracterizacdo genotipica permite a identificacéo
acurada de subtipos de microrganismos, fontes de infeccdo e transmissao,
bem como o reconhecimento de tipos virulentos e monitoramento de
patégenos (SILVA, E. R.; SILVA, 2005). Os riscos potenciais associados
com patégenos de origem alimentar podem ser minimizados através de
rigorosas medidas de controle da salde animal e, portanto, o
desenvolvimento de uma metodologia de diagndéstico rapida e eficiente a
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partir do leite total do rebanho é essencial para viabilizar um efetivo

programa de controle e monitoramento de patdgenos zoonéticos em
rebanhos leiteiros.
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3 OBJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL:

Desenvolver uma metodologia molecular sensivel, especifica e

economicamente viavel, para deteccao e triagem rapida de patégenos com
potencial zoon6tico, transmitidos através do leite bovino.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Padronizar um ensaio de mMPCR para deteccdo de
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Listeria
monocytogenes, Salmonella sp., Escherichia coli e Brucella
abortus, em amostras de leite bovino.

Validar o sistema de detec¢do por mPCR em amostras de leite
bovino oriundas de tanque resfriador.

Identificar os principais agentes infecciosos com potencial
zoonotico em amostras de leite oriundas dos rebanhos de
bovinos leiteiros do Oeste de Santa Catarina.

Estimar a prevaléncia de focos e de vacas lactantes com
infeccdo por Brucella abortus em rebanhos leiteiros do Oeste
Catarinense.
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4 MATERIAIS E METODOS
41 ASPECTOSETICOS

Todos os procedimentos realizados com animais estdo em acordo
e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFSC)
processo CEUA N° 5194200815. Como a pesquisa envolveu
levantamento epidemioldgico com visita e amostragem em unidades de
producdo leiteira, todos o0s procedimentos realizados com envolvimento
de pessoas, foram executados conforme o aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH — UFSC) processo CAAE N°
47255115.0.0000.0121. Mediante previa autorizagdo dos proprietarios
dos rebanhos através de assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

4.2  MICRORGANISMOS E SOROS DE REFERENCIA
4.2.1 Cepas bacterianas, conservacao e crescimento em cultura

Na padronizacdo e otimizagdo da metodologia molecular, na
confirmacdo da sensibilidade e especificidade dos iniciadores e na
contaminacdo artificial de leite para determinacdo da sensibilidade
analitica e validacdo analitica do mPCR, foram utilizadas as cepas padrao,
identificadas na Tabela 1. Para confirmacao da especificidade analitica da
mPCR foram usadas todas as cepas apresentadas na Tabela 1, além de
cepas de campo (CC) isoladas e identificadas neste trabalho. As cepas da
American Type Culture Collection - ATCC foram também utilizadas
como controles nos isolamentos microbioldgicos. A identificagdo de
todas as cepas padrdo e estirpes foram confirmadas fenotipica e
bioquimicamente conforme recomendagdes do National Mastitis Council
(NMC) (2004) e Quinn et al. (2005).

As amostras foram armazenadas em caldo de infusdo cérebro e
coracdo (BHI) (Kasvi®, Liofilchem®, Roseto, Italia) com glicerol a 50%
em concentragéo de 108 a 10*° UFC.mL"* sob temperatura de -20°C até o
momento do uso (CAMEOTRA, 2007). Paralelamente, triplicatas das
cepas padrdo foram armazenadas a -80°C.

O cultivo microbioldgico de todas as bactérias foi realizado em
agar sangue (4gar triptona de soja (TSA) (Himedia®, Mumbai, india),
suplementado com 5% de sangue desfibrinado de ovino) incubado a 37°C
em aerobiose, por 18 a 24 horas, com excecdo da B. abortus que
necessita3 a 4 dias de incubagdo (Figura 2). Com posterior repique de 2 a
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3 coldnias em 9 mL de caldo BHI, incubado nas mesmas condigdes
supracitadas. Os cultivos em caldo BHI foram utilizados para preparacéo
de diluices e extragcdo do DNA.

Tabela 1 — Microrganismos de referéncia utilizados como controles em
experimentos.

Espécie Origem
Staphylococcus aureus * ATCC 25923
Streptococcus agalactiae * ATCC 12386
Escherichia coli * ATCC 25922
Listeria monocytogenes ! ATCC 19117
Salmonella spp.* ATCC 8327
Brucella abortus Cepa S19 ¢ LIDI/UFMG
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Listeria monocytogenes ATCC 7644
Salmonella Typhimurium ATCC 14028
Salmonella Pullorum ATCC 9120
Salmonella Enteritidis ATCC 13076
Salmonella Gallinarum ATCC 9184
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Streptococcus uberis

CEDIMA/CAV/UDESC

Streptococcus agalactiae, Salmonella spp.,

Staphylococcus hyicus, Enterococcus

faecalis, Bacillus spp., Pasteurella

multocida, Manhemmia haemolytica e E. coli
Fonte: O autor.

VERTA

Notas: 1- Cepa Padrdo; ATCC - American Type Culture Collection, Manassas,
VA, EUA; Laboratério de Imunologia e Doencgas Infecciosas — LIDI/UFMG;
Centro de Diagnostico Animal — CEDIMA/CAV/UDESC; Instituto de Pesquisa
e Diagnostico Veterinario — VERTA.

A quantificacdo celular de cada cepa padrao bacteriana em BHI foi
estimada através da avaliagao da densidade Optica (média de trés leituras),
com comprimento de onda de 600 nm (D.0.600) em equipamento
BioPhotometer® (Eppendorf, Hamburg), a partir da correlacdo entre
densidade bacteriana e absorbancia, utilizando uma equacao de regresséo
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linear a partir das curvas de crescimento bacteriano (LENNETTE et al.,
1985).

Figura 2 — Microrganismos de referéncia usados como controle em provas
diagnosticas. A: Cepas ATCC em caldo BHI com 50% de glicerol para
conservagéo - 20°C e - 80°C. B, C e D: Morfologia de coldnia das cepas padréo
em agar sangue (24 horas, 37°C), sendo 1 - Staphylococcus aureus, 2 -
Streptococcus agalactiae, 3 - Escherichia coli, 4 - Listeria monocytogenes, 5 -
Salmonella spp. 6 - Brucella abortus Cepa S19. E: Colbnias de Brucella abortus
Cepa S19 em agar sangue (72 horas, 37°C).

Fonte: O autor.
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4.2.2 Soros de referéncia

Os soros de referéncia (controle positivo e negativo) para os testes
soroldgicos para brucelose bovina foram viabilizados através do Instituto
de Pesquisa e Diagnostico Veterinario - VERTA, laboratério credenciado
pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
conforme a Portaria 221/2014, para realizacdo das provas oficiais do
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) (BRASIL, 2004; 2006) e acreditado pela
CGCRE/Inmetro de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob o
nimero CRL 1017.

43 PADRONIZAGCAO DA METODOLOGIA MOLECULAR

Todos os procedimentos referentes ao diagnoéstico molecular do
estudo foram realizados no Laboratério de Bioinformatica e no
Laboratério de Protozoologia, MIP-CCB-UFSC — Florian6polis-SC.

4.3.1 Oligonucleotideos iniciadores

Inicialmente foram selecionados iniciadores a partir de um banco
de dados montado com base na literatura, e posteriormente foram
desenhados iniciadores para agentes especificos com intuito de melhorar
a sensibilidade do teste. O conjunto de iniciadores com a melhor
eficiéncia para o sistema de deteccdo proposto neste estudo esta
disponivel na Tabela 2. Iniciadores de PCR especificos para S. aureus, E.
coli, B. abortus e Salmonella spp. foram usados como relatado
anteriormente  (CHIANG et al, 2012; SHOME et al., 2011,
SREEVATSAN et al., 2000). Para L. monocytogenes e S. agalactiae
foram desenhados iniciadores espécie-especificos a partir das sequéncias
do gene listeriolisina (GenBank acesso N° X15127) (WU; CHAN;
KADO, 2004) e o gene 16S rRNA (GenBank acesso N° AF015927.1)
(RIFFON et al., 2001), respectivamente, usando o software
Lasergene/Primer Select 7.0 (DNASTAR Inc., Madison, WI, EUA). O
mesmo foi utilizado para conferir o alinhamento de todos os pares de
iniciadores nas sequéncias e o tamanho esperado dos produtos de
amplificacdo, além da qualidade dos iniciadores (formagdo de dimeros
e/ou hairpins).

A ferramenta BLASTn do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST), foi utilizada para verificar a
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similaridade da sequéncia gerada por cada par de iniciador com o
organismo alvo, e em seguida excluindo o organismo alvo, para garantir
a ndo existéncia de alinhamento com outro microrganismo que ndo o de
interesse, no GenBank. Através do Primer-Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) verificou-se 0
alinhamento de todos os doze iniciadores entre si e com 0 genoma das
seis bactérias alvo. Para analisar as caracteristicas de varios iniciadores
simultaneamente, incluindo a possibilidade de formac&o de dimeros entre
os mesmos, foi usado o software FastPCR 6.5 (KALENDAR; LEE;
SCHULMAN, 2011; 2014).

Tabela 2 — Conjunto dos iniciadores de PCR utilizados neste estudo.

Designagao Sequéncia de oligonucleotideos Amplicon N°Acesso
5-3

Organismo Gene alvo Referéncia

Iniciador (pb) GenBank
S. aureus 23S rRNA Sau894-F  AGCGAGTCTGAATAGGGCGTTT 894 X68425
(Shome, 2011)
Saug94-R  CCCATCACAGCTCAGCCTTAAC
E. coli phoA Eco468-F  GGTAACGTTTCTACCGCAGAGTTG 468 FJ546461.1
(Shome, 2011)
Eco468-R  CAGGGTTGGTACACTGTCATTACG
B. abortus BCSP31K Bab31l-F  ACGCAGTCAGACGTTGCCTAT 311 M20404
(Sreevatsan,
2000)
Bab3ll-R  TCCAGCGCACCATCTTTCAGCCTC
Salmonella spp. Random Sal237-F TTTGCGTTGCGTCTGTCC 237 AM933172 e )
Chiang, 2012
DNAfrag.  gai237.R  GCTTATCGTCTGCGGCTC
L. monocytogenes LisA (HIyA)  Lmol33-F  GTTCAACATAAAAACTGGAGCG 133 X15127 O autor
Lmol33-R  ACCATTCCCAAGCTAAACCAG
S. agalactiae 16STRNA  Sagd06-F  ACGCTGAGGTTTGGTGTTTAC 123 AF015927.1 O autor

Sagl14-R ATTACTCTTATGCGGTATTAGC

Fonte: O autor.

4.3.2 Extracdo do DNA gendmico bacteriano

O sedimento bacteriano das cepas padréo contendo 10° células foi
suspendido em 0,5 ml de tampdo de lise (10mM Tris HCI pH 7,4, 10mM
NACL, 25 mM EDTA pH 8, 1% SDS) e incubado com proteinase K (20
mg/ml) a 42°C por 4 horas). Os lisados resultantes foram em seguida
submetidos a extracdo pelo método do fenol-cloroférmio como descrito
por Sambrook e Russell (2001). A quantificacdo das amostras de DNA
foi avaliada em espectrofotometro BioPhotometer® (Eppendorf,
Hamburg) a 260 nm e a pureza determinada na razdo 260/280 nm e
260/230 nm. Preparou-se uma mistura padronizada de DNA na
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concentracdo de 1,0 ng/uL? de cada bactéria, a qual foi aliquotada e
mantida em freezer -20°C até o seu uso. Esta mistura de DNA gendmico
estandardizada, foi utilizada para padronizacdo da metodologia molecular
e como controle positivo das reacdes de PCR e multiplex PCR.

Para determinacdo da especificidade da mPCR, do limite de
deteccdo da PCR individual e multiplex e para o sistema de deteccéo
proposto para diagnose em leite bovino, o DNA genémico bacteriano foi
preparado utilizando cultura em meio liquido através de lise térmica, de
acordo com os protocolos propostos por Nunes et al. (1999) e OIE (2013),

com pequenas modificacdes. As estirpes bacterianas foram cultivadas em

meio apropriado sob as condi¢cbes descritas no item 4.2.1.
Resumidamente, 1,5 mL de cultivo em meio liquido foi centrifugado
(14.000 x g durante 4 min), as células lavadas duas vezes com 1,0 mL de

agua Milli-Q estéril (14.000 x g durante 4 min). O sobrenadante foi

rejeitado e o sedimento suspenso em 500 pL de agua Milli-Q estéril. A
suspensao foi incubada a 96°C por 10 min em bloco de aquecimento. Em
seguida, foi resfriada a 4°C e centrifugada por 4 min a 14.000 x g. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo (400 pL) e utilizado como
molde (2,0 uL) para as reacOes de amplificacdo ou armazenado a -20°C
até a sua utilizacdo. Quando necessario, a concentragdo do DNA
gendmico  foi determinada, utilizando o espectrofotdmetro
BioPhotometer e ajustada para a reacdo de PCR.

4.3.3 Padronizacdo da Reacdo de PCR individual.

A amplificacdo via PCR foi realizada em termociclador Veriti
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em tubos
de 0,2 mL. Todas as reacdes foram realizadas em volume final de 10 pL,
contendo 1,0 ng de DNA molde ou 1,0 pL de preparacdo bacteriana, 5
pmol dos iniciadores, 1,0 U de Tag DNA polimerase TopTaq™ (Qiagen,
Hilden, Alemanha), 1,0 uL de tampéo de PCR 10X contendo 15mM de
MgCl, (Qiagen) e 0,2 mM de dNTPs. A amplificacdo ocorreu nas
seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min., seguido
de 35 ciclos com desnaturacéo a 94°C por 30 s, ligagdo a 58°C por 30 s e
extensdo a 72°C por 50 s, seguido de um ciclo de extenséo final a 72°C
por 10 min. Para detec¢do dos produtos amplificados, 5 pL da reacéo
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% (p/v) em
tampdo TBE 1X (pH 8,0; 1,08% de Tris base, acido bérico 0,55% e EDTA
0,0072%) a 80 V. Um marcador de tamanho molecular (pUC digerido
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com Haelll — Anexo A), foi executado simultaneamente, para estimar o
tamanho dos produtos amplificados. Os géis foram corados pelo brometo
de etidio (0,5 ug.mL?), visualizados em transiluminador sob luz UV e
fotografados.

4.3.4 Avaliacéo daeficiéncia e do limite de deteccédo dos iniciadores
de PCR

A capacidade de distin¢do de cada par de iniciadores (Tabela 2)
para o patégeno alvo foi demonstrada usando como molde para
amplificacdo uma mistura de DNA gendmico das bactérias padrdes, a 1,0
ng.uL* de cada uma das seis espécies alvo. A presenca de banda somente
para o0 patégeno alvo, sem amplificacbes inespecificas, caracteriza a
eficiéncia dos iniciadores com relacéo a especificidade.

O limite de detec¢do de cada par de iniciares, para 0s patdgenos
alvo, foi avaliado utilizando como molde para reagdo de PCR DNA
gendmico extraido de culturas puras de cepas padrdo, em diluicdo decimal
seriada variando de 100 ng até 1,0 fg. Foi considerado como limiar de
deteccdo a Ultima diluicdo onde houve visualizagdo de bandas. O
protocolo utilizado para amplificacdo e visualizagdo dos produtos foi o
descrito no item 4.3.3.

43,5 Confirmacdo da identidade dos produtos amplificados por
PCR.

Para confirmagéo da identidade os produtos de PCR amplificados
com cada par de iniciadores foram purificados através do kit Illustra
GFT™ (GE Healthcare), e 0 DNA foi quantificado em espectrofotdmetro.
As reacGes de sequenciamento foram realizadas em equipamento
Termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
utilizando BigDye Chemistry 3.1 (Applied Biosystems) conforme
recomendacbes do fabricante, sendo as amostras posteriormente
purificadas para a retirada de iniciadores e nucleotideos ndo incorporados.
As amostras foram eletroinjetadas a 9 kV por 15 s e eletroeluidas a 12 kV
por 120 min, no Sequenciador de DNA ABI PRISM® 3500 Genetic
Analyser (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram analisadas
guanto a sua qualidade pelo programa Phred/Phrap ( Phred > 20),
comparadas com sequéncias disponiveis na base de dados GenBank
(BENSON et al., 2015), utilizando a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et
al., 1990). Para avaliacdo da identidade, o alinhamento das sequéncias
resultantes com as sequéncias de referéncia foi feito utilizando-se o
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programa Megalign (LaserGene, DNAStar, Inc.) baseado no método de
multipla progressao de Clustal W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,
1994).

4.3.6 Padronizacéo e Otimizacéo da Reagdo de PCR multiplex

Estabeleceu-se inicialmente um protocolo padréo para as reagdes
de PCR multiplex (mPCR) por meio de adaptacGes dos procedimentos
utilizados para PCR individual e observando o descrito por Cressier e
Bissonnette (2011). A temperatura de ligacdo média foi calculada em
funcdo da quantidade das bases nitrogenadas conforme Ogliari, Boscariol
e Camargo (2000). A otimizacéo da reacdo de amplificagdo do mPCR, foi
realizada com base na avaliacdo de varias enzimas Tag DNA polimerases
comerciais, diferentes tempos e temperaturas de ligagdo (52°C - 64°C),
variages nos tempos de extensdo (30s - 90s), alteracdo das concentrages
de iniciadores e modificagdes no nimero de ciclos de amplificacéo,
seguindo as orientacOes de Henegariu et al. (1997), Loffert et al. (1999) e
Markoulatos, Siafakas e Moncany (2002). Também foram testados uma
variedade de aditivos e agentes melhoradores da PCR (DMSO de 2% -
10%, formamida de 1% - 10%, glicerol 5%, betaina de 1,0 - 1,7M e BSA
5%) a fim de otimizar a sensibilidade e a especificidade da reacéo.

Ap6s a padronizacdo, a reacdo do PCR multiplex ficou
estabelecida para um volume final de 20 pL incluindo os seguintes
reagentes e concentracOes finais: mistura pronta para PCR multiplex —
Qiagen Multiplex PCR Master Mix® (contendo MgCl, 8 6 mM, dNTP e
HotStartTag® DNA polimerase num tampéo otimizado com pH 8.7)
(Qiagen, Hilden, Alemanha) 2X concentrado, 1,0 uL de mistura de
iniciadores (0,1 — 2,0 pmol de cada iniciador), 2,0 uL de DNA molde,
formamida na concentragdo de 1,25% e 4&gua livre de RNase
(Qiagen). As condicbes da PCR consistiram de um passo inicial, de
desnaturagdo do DNA e ativacdo da enzima, a 95°C durante 15 min,
seguido de 42 ciclos de amplificacdo (94°C por 30 s para desnaturacdo do
DNA, 59°C por 60 s para ligagéo dos iniciadores e 72°C durante 60 s para
copia do fragmento de DNA a ser amplificado) e um passo de extensédo
final a 72°C durante 10 min.

Para visualizagdo dos produtos amplificados, 5 pL da reagdo
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 8% a 80 V por
duas horas em tampao TBE 1X (pH 8,0; 1,08% de Tris base, acido bérico
0,55% e EDTA 0,0072%) e corado pelo brometo de etidio (0,5 ug.mL"
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). Os géis foram visualizados em transiluminador sob iluminacdo UV,
fotodocumentados e armazenados digitalmente.

44 CARACTERIZACAO ANALITICA DO METODO
DESENVOLVIDO

4.4.1 Avaliacdo da sensibilidade analitica da mPCR

O limite de deteccdo da mPCR foi avaliado utilizando como molde
uma mistura padronizada de mesma concentragdo de DNA gendmico dos
seis patdgenos alvo em diluicdo seriada na base 10, com as seguintes
concentragBes: 10 ng, 1,0 ng, 100 pg, 10 pg, 1,0 pg, 100 fg, 10 fg e 1,0
fg. Foi também avaliada a sensibilidade de deteccdo diretamente a partir
de células bacterianas, usando como molde para as reagdes uma mistura
das seis espécies de bactérias em estudo, nas concentracdes de 10°, 104,
103, 102, 10%, 10° e 10 de cada bactéria.uL. As amplificacOes por
mMPCR foram realizadas como descritas do item 4.3.6, em triplicata e em
diferentes momentos.

Para determinar a sensibilidade analitica da técnica de deteccao
molecular desenvolvida em leite bovino, evidenciada através do menor
numero de bactérias presentes no leite que o método seria capaz de
detectar, amostras de leite UHT (Ultra High Temperature) foram
artificialmente contaminadas com uma carga bacteriana conhecida de 108,
105, 104, 103, 102, 10%, 10° e 10t UFC.mL™. As amostras de leite foram
pré-enriquecidas em BHI, a extracdo realizada por lise térmica como
descrito no item 4.3.2 e a amplificacdo por mPCR foi executada como
descrito no item 4.3.6, em ftriplicata e em diferentes momentos.
Paralelamente, foi realizado o plagueamento em triplicata de acordo com
0 método microbiolégico convencional conforme National Mastitis
Coucil (NMC, 2004), considerado “padrido-ouro”, para comparagdo da
sensibilidade entre as técnicas.

A auséncia de agentes patogénicos no leite UHT utilizado, foi
confirmada por Contagem Padrdo em Placa (CPP), plagueamento de uma
aliquota de 100 uL de leite em &gar sangue (TSA, suplementado com 5%
de sangue desfibrinado de ovino), em triplicata. A CPP foi também
efetivada com as diluicdes 103, 102 e 10' UFC.mL™, em triplicata, para
confirmar as concentragdes bacterianas.

Foi considerado como limiar de deteccéo, a Ultima diluicdo onde
houve visualizagdo de bandas (produto de mPCR) apds eletroforese, em
todas as repeticoes.
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4.4.2 Avaliacdo da especificidade analitica da mPCR

Para avaliacdo da especificidade analitica da técnica, cepas ATCC
e Varios microrganismos comumente associados a microbiota do leite
(Tabela 1), além de cepas de campo (isolados de glandula mamaria deste
trabalho) foram utilizados no ensaio, seguindo-se as orientagdes da OIE
(2014a) para desenvolvimento de teste diagnostico para animais.

4.43 Determinacao do tempo de pré-enriquecimento

Para determinar o tempo de pré-enriquecimento otimizado para o
conjunto de bactérias de interesse foram analisadas as curvas de
crescimento individual de cada microrganismo. Para este fim, utilizou-se
cultivos de 9 mL de caldo BHI, a 37°C e inoculo inicial de 1,0x10*
UFC.mL*. Amostras de 0,2 mL (triplicata) foram coletadas com intervalo
de uma hora e quantificadas em espectrofotdmetro BioPhotometer®
(Eppendorf, Hamburg), D.0.600, até as culturas atingirem a fase de plat®.
Além disso, uma amostragem de cada cultura foi obtida apds 24 horas,
exceto para Brucella abortus cujo crescimento foi acompanhado durante
80 horas. O experimento foi realizado em duplicata. Ao final, as culturas
foram plaqueadas em &gar sangue (TSA, suplementado com 5% de
sangue ovino) para confirmacg&o da pureza da cultura (Figura 2D e 2E).

O mesmo foi realizado tendo como indculo uma mistura das seis
bactérias estudadas. Neste experimento, foram retiradas amostras de 0,5
mL nos mesmos tempos, para realizacdo de mPCR, com intuito de
verificar a que momento se iniciava a deteccdo de cada patégeno e uma
possivel inibicdo da técnica com o aumento do nimero de bactérias.

4.4.4 Validacdo analitica experimental do sistema de diagndstico
molecular proposto

Objetivando monitorar a estabilidade e a reprodutibilidade do
sistema analitico durante todas as etapas e neutralizar o viés de afericéo,
consciente ou ndo dos resultados, a validagdo do sistema diagnéstico foi
feita pela repeticdo da identificacdo de quinze amostras e um controle
negativo, em um procedimento constituido de quatro etapas: (a) amostras
de leite com diferentes concentragGes de cada bactéria conforme Tabela
3 foram preparadas e subdivididas em duas subamostras pelo autor (VP),
sendo entregues a uma segunda pessoa do grupo de pesquisa, (b) esta
pessoa substituiu as letras da identificacdo original por ndmeros
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aleatorios. As amostras renumeradas foram entdo embaralhadas e
devolvidas para VP, (c) que realizou o pré-enriquecimento das amostras,
extracdo térmica, amplificacdo, eletroforese, coloragédo e documentagéo
fotografica dos produtos amplificados. (d) As amostras foram
decodificadas e ap6s a andlise dos documentos fotograficos, a
porcentagem de erros do sistema calculada. O mesmo experimento foi
repetido duas vezes.

Para confirmar as concentracdes bacterianas das diluicdes
utilizadas no experimento foi realizada a CPP de cada bactéria nas
diluicdes 103, 10?2 e 10! UFC.mL™%, por meio do plagqueamento de uma
aliquota de 100 pL de leite em agar sangue (TSA, suplementado com 5%
de sangue desfibrinado de ovino), em triplicata. A auséncia de agentes
patogénicos no leite UHT utilizado, também foi confirmada por CPP.

Tabela 3 — Discriminagdo da concentracdo de cada bactéria, por amostra (A-P),
utilizada no experimento duplo-cego.

Composicdo da Amostra (UFC.ml %)

Amostra
Sau Eco Sal Bab Lmo Sag
A 10° 10° 10° 102 102 102
B 102 102 102 10° 10° 10°
C 10° 10° 10° 10° 102 10°
D 10° 10° 10° 10° 10° 10°
E 102 102 102 102 102 102
F 102 10° 102 102 102 102
G 102 102 102 10° 102 102
H 10° 102 102 102 102 102
| 102 102 10° 102 102 102
J 102 102 102 102 102 10°
L 102 102 102 102 10° 102
M 10° - - 102 102 -
N - 10° - 102 102 -
0 - - 10° 102 102 -
P - - - 102 102 10°
CN - - - - - -

Fonte: O autor.

Notas: Sau — S. aureus; Eco — E. coli; Sal — Salmonella spp.; Bab — B. abortus;
Lmo — L. monocytogenes, Sag — S. agalactiae; (-) auséncia; (10%) —10°> UFC.mL"
1-(10%) —10° UFC.mL%; CN — Controle negativo, leite ndo contaminado.
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45 VALIDACAO DO METODO DESENVOLVIDO EM
AMOSTRAS DE CAMPO

A mPCR padronizada, foi validada pela determinacdo da
sensibilidade e especificidade diagndstica do teste na deteccdo de
microrganismos a partir de amostras de leite de rebanhos. Foram
analisadas amostras de leite proveniente de tanque de expansdo de 102
rebanhos da mesorregido Oeste de Santa Catarina. Os resultados do
diagndstico molecular (mPCR) foram comparados com 0 método padréo
de diagndstico baseado no isolamento microbioldgico dos agentes. Para
0 diagnodstico microbiolégico foi utilizando meios de cultura seletivos
para S. aureus, S. agalactiae e E. coli conforme estabelecido pelo
National Mastitis Council, para cultura em leite de tanques de expansao
(NMC, 2004), meio seletivo antecedido de um pré-enriquecimento
seletivo para L. monocytogenes de acordo com o padronizado pela norma
IDF 143A e referendado pelo FDA/USDA (IDF, 1995; UNITED
STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2015) e para
Salmonella spp. foi seguido o protocolo de isolamento conforme
preconizado na IN 62/2003 do MAPA (BRASIL, 2003) (ver Apéndice B
e C). Para B. abortus, foi usado como padrdo-ouro de diagndstico os testes
sorologicos de triagem e confirmatdrio, conforme previsto no Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose —
PNCEBT (BRASIL, 2004; 2006; OFFICE INTERNATIONAL DES
EPIZOOTIES, 2016) (ver item 4.7.3.2). Foi considerado positivo o
rebanho que apresentou pelo menos um animal positivo no teste
sorolégico confirmatorio. A quantidade de amostras necessarias para
estabelecer uma estimativa de sensibilidade (DSe) e especificidade (DSp)
diagndstica do método analitico, foi calculada em 102 amostras, em
funcdo de um valor provavel de DSe e DSp de 96%, levando-se em
consideragdo um erro de 5% e confianca de 99%, conforme proposto pelo
Manual de Testes Diagndsticos e Vacinas para Animais Terrestres da OIE
(JACOBSON, 1998; OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES,
2014a).

O método de obtencdo do DNA seguiu a metodologia ja descrita
(item 4.3.2), precedido de um pré-enriquecimento de 8 horas em BHI,
onde o indculo inicial foi o sedimento da centrifugacdo de 2 mL de leite.
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4.6 TESTE DE REPRODUTIBILIDADE PRELIMINAR DA mPCR

A reprodutibilidade preliminar dos produtos da mPCR foi acessada
por meio da andlise da variabilidade intra e interensaios de 5 amostras,
utilizando como controle positivo os DNAs das linhagens padrdo de S.
aureus, E. coli, S. agalactiae, Salmonella spp., B. abortus e L.
monocytogenes, submetidas a todo protocolo proposto, em duplicata, por
cinco dias consecutivos.

47 DETERMINACAO DOS AGENTES ZOONOTICOS
CIRCULANTES

4.7.1 Populagdo estudada

A populacéo alvo do presente estudo foram os rebanhos de bovinos
leiteiros comerciais na Mesorregido Geografica do Oeste Catarinense
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA,
2015). A amostragem da populacdo alvo para avaliagdo espacial teve
como bhase a amostragem aleatéria estratificada para populagéo finita em
fungdo do tamanho do rebanho (nimero de vacas em lactagdo por
propriedade), levando-se em consideracdo limitagbes logisticas e
financeiras no projeto. Nesta amostragem as unidades observacionais ou
epidemioldgicas consideradas foram os rebanhos. A populagéo estudada
foi composta por 98 rebanhos leiteiros, avaliados no periodo de 2015 a
2016, no Oeste Catarinense (Figura 3).

O numero de amostras de leite coletadas por propriedade variou de
acordo com o nimero de vacas em lactagdo no rebanho, conforme Graat,
Frankena e Bos (1997) (Tabela 4). Os rebanhos foram selecionados a
partir de base de dados da assisténcia técnica de cooperativas e de
laticinios da mesorregido oeste catarinense. Conforme descrito, foram
amostrados 1.077 animais (Tabela 4). O delineamento amostral assim
definido seguiu o0s requisitos sugeridos pela OIE (OFFICE
INTERNATIONAL DES EPIZOQTIES, 2014b).
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Figura 3 — Mapa de localizagdo mesorregional e georreferenciamento das
unidades de producdo leiteira amostradas entre 2015-2016 no Oeste Catarinense.
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Tabela 4 — Amostragem de acordo com o nimero de vacas em lactacdo no
rebanho.

0 % de animais Frequéncia N°total real de N°total real de
N° de vacas

em lactagio aserem  de rebanhos rebanhos animais
amostrados (%) amostrados amostrados
< 50* 30 97
51 a 100 25 1 98 1077
>100 20 2

Fonte: O autor, adaptado de Graat, Frankena e Bos (1997).
Nota: * Rebanho com até 10 vacas em lactagdo, todos os animais foram coletados.

Este levantamento epidemioldgico prospectivo se configura como
um estudo transversal, pelo seu carater temporal de amostragem
(NUNES, L. N. etal., 2013; OLIVEIRA FILHO, 2015).

4.7.2  Obtencéo de amostras bioldgicas

4,7.2.1 Amostras de Leite

De cada animal foi coletado uma amostra composta dos quartos
mamarios de no minimo 40 mL em frasco estéril, obtidas apds a lavagem
dos tetos com &agua, retirada dos primeiros jatos e antecedida por
cuidadosa assepsia da extremidade dos tetos com alcool 70%. Do tanque
resfriador (leite total do rebanho), apds agitacdo minima de 5 min, foram
coletadas 2 amostras de igual volume (40 mL), sendo uma para
isolamento microbiol6gico e uma para deteccdo molecular. O material
amostrado foi imediatamente acondicionado em caixas isotérmicas (2 -
8°C). Amostras para microbiologia e biologia molecular foram
congeladas antes do encaminhamento para analise laboratorial. Animais
em tratamento com antimicrobiano ou que sofreram intervencdo
terapéutica em um periodo inferior a dez dias, do momento da coleta, ndo
foram amostrados. Os procedimentos de coleta e transporte das amostras
de leite para microbiologias seguiram as recomendacfes do National
Mastitis Council (2004) e para qualidade conforme Brito (2001).
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4.7.2.2  Amostras de Sangue

Foram coletadas amostras, com aproximadamente 10 mL, de
sangue total venoso sem anticoagulante para obtencdo de soro, dos
respectivos animais que foram coletadas amostras de leite. Através de
puncéo da veia coccigea, antecedida e sucedida por cuidadosa assepsia do
local com alcool 70%, conforme recomendagdes do Manual Veterinario
de Colheita e Envio de Amostras da Organizacdo Pan-americana da Salde
(PITUCO et al., 2010).

Figura 4 — Procedimentos de coleta de material biolégico: sangue total venoso
através de puncéo da veia coccigea.

|
[

Fonte: O autor.

4.7.3 Deteccdo dos agentes zoondticos circulantes
4.7.3.1 Diagnostico microbiolégico

O isolamento e a identificacdo bacteriana a partir de amostras de
leite seguiram as recomendagdes do NMC (2004) e complementadas
guando necessario por Quinn et al. (2005). O isolamento bacteriano foi
realizado através da semeadura de uma aliquota de 10 uL de leite de cada
amostra, com alca descartavel calibrada, em placas de agar sangue de
carneiro a 5%. Apds a inoculacdo das amostras de leite, as placas foram
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incubadas em estufa a 37°C por 24 a 48 horas. As amostras que
apresentaram isolamento bacteriano foram transferidas para um
subcultivo em agar BHI sendo incubadas durante um periodo minimo de
18 h, para obtencdo de culturas puras. Foram realizados os esfregacos
corados pelo método de Gram, para verificacdo da morfologia e coloracéao
da bactéria. Em seguida, os microrganismos foram identificados seguindo
0 organograma apresentado no Apéndice D.

4.7.3.2  Diagnéstico soroldgico (imunodiagndstico)

A deteccgdo de anticorpos anti-brucelas lisas (Ex. Brucella abortus)
foi realizada através do ensaio de soroaglutinacéo rapida em placa (SAR)
com antigeno acidificado tamponado, como teste de triagem, seguido do
ensaio de soroaglutinagdo lenta (SAT) com reducéo de titulo pelo 2-ME,
como teste confirmatdrio, conforme procedimentos descritos pelo
Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e da
Tuberculose (PNCEBT) (BRASIL, 2004; 2006). Foram consideradas
positivas as amostras com titulo de IgG > 25 na SAT, visto que, 0s
animais analisados ndo eram vacinados para Brucelose. A producéo dos
antigenos utilizados nos ensaios foi realizada com base na metodologia
descrita pela OIE (OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES,
2016).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros de avaliacdo da reprodutibilidade, sensibilidade
(Se) e especificidade (Sp) analiticas foram determinados conforme
estabelecido no Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals da Organizacdo Internacional de Epizootias (OFFICE
INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2014a) (Anexo B).

As frequéncias absoluta e relativa para os patdgenos alvo nos
rebanhos estudados foi obtida com base nos resultados de cultivo
microbioldgico (no caso da B. abortus na sorologia), considerado como
padrdo-ouro, e na analise por mPCR conforme metodologia descrita. Foi
calculado a prevaléncia verdadeira com intervalo de confianca de 95%
(usando intervalo Blaker's) e prevaléncia aparente (usando aproximagao
binomial de Wilson) através da ferramenta EpiTools epidemiological
calculators (SERGEANT, 2016).

Para avaliar o rendimento diagnostico do método proposto
(mPCR), foram estimadas a sensibilidade (DSe) e a especificidade
diagndstica (DSp) com limites de confianca exato de Clopper-Pearson, a
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acurécia, os valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e as
razbes de verossimilhangas positiva (RVP) e negativa (RVN) por
comparagdo com um teste de referéncia (padrdo-ouro), com nivel de
confianga de 95%. Para comparar se houve diferenca no desempenho dos
dois testes avaliados, na mesma populagéo, o teste ajustado de x> de
McNemar (PHUEKTES; MANSELL; BROWNING, 2001) foi
calculado, bem como o valor de Kappa para verificar a intensidade da
concordéncia entre os métodos de diagndstico (THRUSFIELD, 2007). Os
p-valores correspondentes também foram calculados para ambos os
valores de kappa e qui-quadrado. O desempenho da prova diagnéstica
desenvolvida foi avaliado conforme as recomendacdes da OIE (OFFICE
INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2014a; SERGEANT, 2016).

A frequéncia absoluta de patdgenos na glandula mamaria dos
animais estudados foi obtida com base nos resultados de cultivo
microbioldgico e para B. abortus por sorologia. Sendo a prevaléncia
calculada através da frequéncia relativa para cada patégeno e o intervalo
de confianca a 95% para prevaléncia estimada, usando aproximacao
binomial de Wilson (SERGEANT, 2016).
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5 RESULTADOS

Os resultados foram organizados de modo a descrever desde a idealizagdo até a
validagdo do teste diagnostico, seguindo os passos estabelecidos pela OIE para
estimar a precisdo do teste em detectar os alvos propostos. Os alvos foram
selecionados dentre os patégenos com potencial zoon6tico e com possibilidade
de transmissdo via leite bovino, buscando incluir os principais patdgenos
responsaveis por elevadas perdas econdmicas no agronegocio do leite. Para fase
de desenvolvimento, padronizagdo e caracterizagdo analitica da metodologia
desenvolvida foram utilizados os microrganismos de referéncia descritos na
Tabela 1. Para a fase seguinte de caracterizagdo diagndstica do teste idealizado,
foram utilizadas amostras de leite de tanque de 102 rebanhos bovinos comerciais
do oeste de Santa Catarina.

Devido a escassez de informagdes epidemioldgicas sobre
patégenos infecciosos com potencial zoon6tico que acometem bovinos na
regido estudada com possibilidade de transmissao via leite, em 98 dos 102
rebanhos foi realizada uma amostragem individual por animal totalizando
1077 amostras, visando um levantamento epidemioldgico dos patégenos
circulantes. A localizacdo georreferenciada das unidades de producédo
amostras esta disponivel na Figura 3.

51 DESENVOLVIMENTO E PADRONIZACAO DO METODO
ANALITICO

5.1.1 Avaliagdo dos iniciadores da PCR

Os seis pares de iniciadores descritos na tabela 2 foram testados
individualmente e em conjunto quanto a sua especificidade e
sensibilidade frente a amostras de DNA gendmico isolado de seis
amostras padréo das bactérias estudadas. Para tanto, a PCR individual foi
padronizada em um volume final de reacdo de 10 pL e os iniciadores
Sag406-F, Sagll4-R, Eco468-F, Eco468-R, Lmo0133-F, Lmol33-R,
Sal237-F, Sal237-R, Bab311-F, Bab311-R, Sau894-F e Sau894-R
mostraram-se adequados para distinguir os microrganismos alvo gerando
os produtos amplificados de tamanho esperado conforme mostrado na
Figura 5.
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Figura 5 — Gel de poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etidio, mostrando
a especificidade dos produtos amplificados via PCR usando como molde uma
mistura de DNA gendmico a 1,0 ng de cada uma das seis espécies bacterianas
testadas. Canaletas: 1 - padrdo de peso molecular (pUC digerido com Haelll —
Anexo A); 2 e 8 - S. agalactiae,123 pb; 3 - E. coli, 468 pb; 4 - L. monocytogenes,
133 pb; 5 - Salmonella spp. 237 pb; 6 - B. abortus, 311 pb; 7 - S. aureus, 894 pb;
9 - controle negativo (agua Milli-Q).

587 pb
458 pb

298 pb

174 pb

102 pb
Fonte: O autor.

O limite de deteccdo da PCR, para cada par de iniciadores, usando
DNA gen6mico variou conforme o agente. Para S. aureus e B. abortus o
limite inferior foi de 1,0 fg, para L. monocytogenes e Salmonella spp. foi
de 10 fg, para E. coli foi de 100 fg, enquanto que para a S. agalactiae foi
de 100 pg (Figura 6).
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Figura 6 — Gel de poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etidio,
representativo da sensibilidade dos iniciadores da PCR utilizando diferentes
concentragdes de DNA genémico, extraido de culturas puras. Canaleta: 1 - padrdo
de peso molecular (pUC digerido com Haelll); 2 - 100 ng; 3 - 10 ng; 4 - 1,0 ng;
5-100pg; 6 -10pg; 7-1,0 pg; 8-100fg; 9-10fge 10 - 1,0 fg.

1 2 3 45 67 8 9 10

S. aureus

- e o W e W e 894 pb
E. coli 468 pb
B. abortus 311 pb
Salmonella spp.
L. monocytogenes
133 pb

Fonte: O autor.

5.1.2 Confirmagéo da identidade dos produtos de amplificagdo

Para confirmar a especificidade dos fragmentos amplificados, 0s
produtos da PCR foram sequenciados e as sequéncias obtidas foram
analisadas quanto a sua qualidade pelo programa Phred/Phrap ( Phred >
20) e confrontadas com sequéncias disponiveis na base de dados
GenBank (BENSON et al., 2015), utilizando a ferramenta de BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990). Para comparagao de identidade as sequéncias
resultantes foram alinhadas com as sequéncias de referéncia através do
método de ClustalW. Os produtos de amplificagdo de 123 pb, 133 pb, 237
pb mostraram identidade de 100% respectivamente para S. agalactiae, L.
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monocytogenes e Salmonella spp. em todos os casos analisados. Para 0s
produtos de 311 pb (B. abortus) e 894 pb (S. aureus) foi confirmada uma
identidade de 99,7% e para o produto de 468 pb de E. coli a identidade
foi de 97,4%, mostrando que o conjunto de iniciadores utilizados
apresentam alta especificidade na identificacdo dos patdgenos propostos.

5.1.3 Padronizacao do método analitico (IMPCR)

A partir do protocolo inicial (CRESSIER; BISSONNETTE, 2011)
e utilizando uma mistura a 1,0 ng.uL* de DNA de cada patdgeno
zoonotico estudado, foram realizados ajustes nas condi¢cdes da reacao
(temperatura de ligagdo dos iniciadores, concentracdo de Tag DNA
polimerase, concentracdo dos iniciadores, nimero de ciclos da PCR e
tempo de extensdo) buscando melhorar a sensibilidade da reacdo de
multiplex PCR. Resumidamente, a reacdo da mPCR ficou padronizada
para um volume final de 20 pL, contendo 10 pL de Qiagen Multiplex
PCR Master Mix (2X), 1,0 uL da mistura de iniciadores, 1,0 uL de DNA
molde, Q-Solution (5X) (Qiagen) e agua RNAse-free (Qiagen). Para
amplificacdo a mistura foi submetida a uma desnaturacdo inicial a 95°C/
15 min, seguido de 42 ciclos de amplificacdo (desnaturagéo a 94°C/ 30 s,
ligagdo a 58°C/ 90 s e extensdo 72°C/ 60s), seguido de uma extensdo final
a 72°C/ 10 min. O conjunto de iniciadores apresentou melhor eficiéncia
quando utilizado nas seguintes concentragdes finais: 0,15 pmol para
Sau894, Eco468, Bab31l e Sal237, 0,20 pmol e 0,80 pmol,
respectivamente para Lmo133 e o par Sag406-F e Sag114-R, permitindo
a identificagdo simultanea por multiplex PCR de S. aureus, E. coli, B.
abortus, Salmonella spp., L. monocytogenes e S. agalactiae (Figura 7).
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Figura 7 — Gel de poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etidio,
representativo da otimizag&o da reacdo de PCR multiplex para detecgdo dos seis
patégenos zoondticos de interesse, usando como molde uma mistura de DNA
gendmico a 1,0 ng de cada espécie bacteriana. Gel A, canaletas: 1 — controle
negativo; 2 — padrdo de peso molecular (100bp DNA Ladder) e 3 — mPCR
identificando simultaneamente S. aureus produto de 894 pb, E. coli 468 pb, B.
abortus 311 pb, Salmonella spp. 237 pb, L. monocytogenes 133 pb e S. agalactiae
123 pb. Gel B, canaletas: 1 e 4 — controle negativo; 2 — mPCR e 3 — padréo de
peso molecular (pUC digerido com Haelll).

Cemn |

468 pb

= 311 pb >
W

133 pb ﬁ
%’

123 pb

Fonte: O autor.

Nota: A e B representam os resultados da mPCR realizados em momentos
distintos confirmando a reprodutibilidade da técnica.

5.1.4 Otimizacdo da mPCR para deteccéo de patdgenos em leite

Ao avaliar amostras de leite contaminadas artificialmente com
concentracdes conhecidas (UFC.mL™) dos seis patdgenos zoonéticos
estudados, incluindo uma etapa de pré-enriquecimento antes da obtencéo
do DNA gendmico, foi observado baixa eficiéncia na amplificacdo dos
produtos de 894 pb (S. aureus) e 133 pb (L. monocytogenes). A partir
desta constatacdo, a concentracdo dos iniciadores Lmo133-F e Lmo133-
R foi ajustada para 0,7 pmol e uma variedade de aditivos melhoradores
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da PCR (DMSO, formamida, BSA e glicerol) em substituicdo a Solugéo-
Q (betaina), foram testados no sentido de melhorar a sensibilidade e a
especificidade da reacdo. Dentre todos os aditivos testados o melhor
resultado foi obtido com a formamida 1,25%, que possibilitou a
visualizacdo da banda de 133pb, conforme mostrado na Figura 8.

Figura 8 — Gel de poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etidio,
representativo mostrando o efeito de diferentes aditivos na eficiéncia da reacdo
de mPCR utilizando como molde o DNA extraido por fervura a partir de um
cultivo de 8 horas em BHI, inoculado com 10 pL de leite contaminado com uma
mistura de 10° UFC.mL™ de cada microrganismo. Canaletas: 1 — padrio de peso
molecular (pUC digerido com Haelll); 2 — Q-solution (Betaina) 5X; 3 — mPCR
sem aditivos; 4 — Formamida 1,25%; 5 — DMSO 5%; 6 — BSA 5%; 7 — Glicerol
5%; 8 — Controle positivo (DNA a 1 ng); 9 — Controle negativo.

’

Fote: O autor.

O método analitico desenvolvido, padronizado e otimizado,
composto por uma etapa inicial de concentracdo do indculo, seguida por
uma etapa de enriquecimento da amostra, sucedida por extragao térmica
de DNA e deteccdo pela mPCR, foi capaz de identificar simultaneamente
no leite bovino S. aureus, E. coli, B. abortus, Salmonella spp., L.
monocytogenes e S. agalactiae (Figura 9), com possibilidade de detec¢do
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individual de patdgenos (Figura 9) e também com diferentes arranjos de
bactérias padrdo (Figura 10), mostrando robustez e repetibilidade do
método.

Figura 9 — Gel de poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etidio, mostrando
os resultados de amplificacéo dos genes de interesse em PCR individual e mPCR
a partir de leite contaminado. DNA extraido por lise térmica foi usado como
molde. Canaletas: 1 — padrdo de peso molecular (100bp DNA Ladder); 2 - S.
aureus, 894 pb; 3 - E. coli, 468 pb; 4 - B. abortus, 311 pb; 5 - Salmonella spp.,
237 pb; 6 - L. monocytogenes, 133 pb; 7 - S. agalactiae, 123 pb; 8 — mPCR
identificando simultaneamente os 6 patdgenos; 9 - controle negativo (agua Milli-
Q) e 10 - controle positivo (DNA 1,0 ng).

Fonte: O autor.
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Figura 10 — Gel de poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etidio, mostrando
os resultados da mPCR em leite contaminado experimentalmente com diferentes
misturas de bactérias padrdo. A reagdo foi realizada conforme descrito
anteriormente. Canaleta 1 — padréo de peso molecular (100bp DNA Ladder); 2 —
11 leite contaminado com diferentes misturas bacterianas, sendo: 2 — S. aureus
(894 pb), E. coli (468 pb), B. abortus (311 pb), Salmonella spp. (237 pb), L.
monocytogenes (133 pb), S. agalactiae (123 pb); 3 — E. coli, B. abortus,
Salmonella spp., L. monocytogenes, S. agalactiae; 4 — S. aureus, E. coli,
Salmonella spp., L. monocytogenes, S. agalactiae; 5 — S. aureus, B. abortus, L.
monocytogenes; 6 — E. coli, L. monocytogenes; 7 — E. coli; 8 — Salmonella spp.,
L. monocytogenes; 9 — L. monocytogenes, S. agalactiae; 10 — E. coli, Salmonella
spp., S. agalactiae; 11 — S. aureus, E. coli, Salmonella spp., S. agalactiae; 12 —
Controle negativo (dgua Milli-Q); 13 — Controle positivo (DNA a 1,0 ng).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Fonte: O autor.
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52 CARACTERIZAGAO ANALITICA DA METODOLOGIA
DESENVOLVIDA

5.2.1 Sensibilidade analitica da mPCR

Utilizando como molde DNA gendmico de culturas padrdo em
diluicdo seriada na base 10, o limite de deteccdo da mPCR foi de 1,0 fg
para S. aureus e E. coli, 10 fg para B. abortus e Salmonella spp. e 100 fg
para L. monocytogenes e S. agalactiae (Figura 11).

Figura 11 — Gel de poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etidio, mostrando
a sensibilidade analiticada mPCR, a partir de DNA gendmico extraido de culturas
puras, em diluicdes de 10 ng — 1,0 fg. Canaletas: 1 — padrdo de peso molecular
(100bp DNA Ladder); 2 -10ng; 3—1,0 ng; 4 — 100 pg; 5 - 10 pg; 6 — 1,0 pg; 7
— 100 fg; 8 — 10 fg; 9 — 1,0 fg de DNA de cada microrganismo; 10 — Controle
negativo.

Fonte: O autor

A sensibilidade de deteccéo das seis bactérias via mPCR de uma
mistura com quantidade equivalente dos seis microrganismos em estudo,
a partir da concentracdo de células sem extracdo de DNA, mostrou um
limite inferior detectavel de 10° UFC.mL* (Figura - 12), portanto a
presenca de uma célula bacteriana de cada patdgeno alvo na reacdo de
mPCR foi suficiente para a deteccdo de todos os microrganismos
buscados.
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Figura 12 — Gel de poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etidio, mostrando
a sensibilidade analitica da mPCR a partir da concentrag8o de células bacterianas
sem extracdo prévia de DNA. Diluigdes de uma mistura de quantidades
equivalentes das seis bactérias estudadas, sem extracdo de DNA, foram usadas
como molde. Canaletas: 1 — padréo de peso molecular (100bp DNA Ladder); 2 -
8 diferentes concentragdes bacterianas, sendo: 2 — 10% 3 — 10% 4 — 10%; 5 — 10%;
6 — 10%; 7 — 10% 8 — 10! bactéias.uL™; 9 — controle negativo e 10 — controle
positivo (DNA 1,0 ng).

Fonte: O autor

O limite de deteccdo do mPCR para o sistema analitico
desenvolvido em leite contaminado com concentragdes conhecidas dos
patégenos zoondticos estudados foi de 10° UFC.mL™, exceto para B.
abortus (Figura 13). Com relacéo a cultura microbioldgica considerada
como “padrdo ouro”, o limite de detecgdo foi de 103 UFC.mL! para S.
aureus, E. coli, Salmonella spp. e S. agalactiae, enquanto L.
monocytogenes e B. abortus foi recuperada somente do leite contaminado
com 10* UFC.mL* de cada bactéria.

Para o patdgeno B. abortus o limite de deteccédo analitica da mPCR
foi de 10* UFC.mL1. A populagdo de B. abortus no leite, ndo foi afetada
pelo passo de pré-enriquecimento (Figura 14 A e D).
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Figura 13 — Gel de poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etidio, mostrando
a sensibilidade analitica da mPCR em leite contaminado. Canaleta 1 — padrdo de
peso molecular (100bp DNA Ladder); canaletas 2 a 9 - leite contaminado, sendo:
2 —10% UFC.ml%; 3 — 105 UFC.ml; 4 — 10* UFC.ml%; 5 — 10° UFC.ml; 6 — 102
UFC.ml%; 7 - 10 UFC.ml%; 8 — 10° UFC.mlIL; 9 — 101 UFC.mI de cada bactéria;
10 — controle negativo (CN) da reagéo; 11 — controle positivo (CP) (DNA a 1,0
ng.ult); 12 — CN do leite, 13 — CN do BHI; 14 — CN agua Milli-Q; 15 — CP do
indculo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Fonte: O autor

5.2.2 Especificidade analitica da mPCR

A performance do teste de mPCR frente a deteccdo das cepas
patogénicas padrdo, comumente encontradas na microbiota autéctone do
leite, e de isolados bacterianos originarios de glandula mamaria de
bovinos mostrou especificidade de 100% no universo das amostras
analisadas (Tabela 5).
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Tabela 5 — Especificidade dos iniciadores na reacdo de mPCR frente ao DNA
gendmico de diferentes espécies bacterianas.
(continua)

Resultado do mPCR

MicrorganiSmos S. aureus E. coli B.abortus  Salmonella L. monocytogenes  S. agalactiae

Sau894-F/ Eco468-F/ Bab311-F/ Sal237-F/ Lmo133-F/ Sag406-F/
Sau894-R Eco468-R Bab311-R Sal237-R Lmol133-R Sagl14-R

S. aureus (ATCC
25923, 29213;
CC* 6A, 6B, 15, + - - - - -
23A, 38, 40, 391A,
893, 1025)

E. coli (ATCC 25922;
VERTA** 09; CC - + - - - -
34, 39A)

L. monocytogenes
(ATCC 7644, - - - - + _
19117; CC 33T)

S. agalactiae (ATCC
12386;
CEDIMA*** 02; - - - - - +
VERTA 04; CC
4a, 18, 391B)

B. abortus (Cepa S19) - - + - _ _

Salmonella spp.
(ATCC 8327; - - - + — _
VERTA 10)

. Typhimurium
(ATCC 14028)

Pullorum (ATCC
9120)
. Enteritidis (ATCC
13076)
. Gallinarum (ATCC
9184)
epidermidis (ATCC
12228)
. hyicus (VERTA 01,
02)
. Coagulase Negativa
(CC 8, 198B, 39B)
. Coagulase Positiva
(CC 23B)
E. faecalis (ATCC
29212, VERTA 03)

Streptococcus spp.
(CC14)

w

»

w

w

%

(2]

w

w

S. uberis (CC 814) - - - - - -

Corynebacterium spp.
(CC* 851)

Listeria spp. (CC*
44T)

Bacillus spp.
(VERTA 05)

Enterobacter spp.
(CC* 923, 994A)
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Tabela 5 — Especificidade dos iniciadores na reacdo de mPCR frente ao DNA
gendmico de diferentes espécies bacterianas.
(conclusdo)

Resultado do mPCR

Microrganismos S. aureus E. coli B. abortus  Salmonella L. monocytogenes  S. agalactiae
SauB94-F/  Eco468-F/ Bab311-F/ Sal237-F/ Lmo133-F/ Sag406-F/
Salg94-R  Ecod68-R Bab311-R Sal237-R Lmo133-R Sagl14-R

Klebsiella spp. (CC*
968B, 732)

Pseudomonas spp. (CC*
101T)

Pasteurella multocida
(VERTA 07, 08)

Manhemmia haemolytica
(VERTA 06)

Levedura (CC* 1010) - - - — _ —

Fonte: O autor.

Notas: * CC: Cepas isoladas de glandula mamaria bovina; ** VERTA: Cepas
originarias do Instituto e Pesquisa e Diagnéstico Veterinario — VERTA; ***
CEDIMA: Cepas oriundas do CEDIMA — CAV/UDESC,; (+) presenga de banda
em mPCR; (-) auséncia de bandas.

5.2.3 Tempo de enriguecimento prévio

Para determinacdo do tempo de enriquecimento otimizado foi
avaliada a curva de crescimento de cada bactéria por D.0.600 nm (Figura
14 A). A partir destes dados foi construida uma curva média de
crescimento para todas as bactérias exceto da B. abortus, e desta forma
estabeleceu-se 0 tempo de enriquecimento prévio médio de 8 horas
(Figura 14 C). A populacédo de Brucella spp., ndo foi afetada pelo pré-
enriquecimento proposto (Figura 14 D).

Acompanhando-se a curva de crescimento de uma mistura das seis
bactérias estudadas (Figura 14 B), amostras foram retiradas em diferentes
tempos para realizagdo de mPCR, com intuito de verificar a que momento
se iniciava a deteccdo de cada patdégeno e uma possivel inibicdo da técnica
com o aumento do nimero de bactérias. Observamos que todos os
patégenos investigados passaram a ser detectados entre 4 - 5 horas de
cultivo e continuaram sendo detectados até completar 9 horas de
enriquecimento, ndo ocorrendo inibicdo da reacdo (Figura 15).
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Figura 14 — Curvas de crescimento bacteriano em caldo BHI. A — Curvas de
crescimento das bactérias padrdo em 24 horas. B — Curva de crescimento de uma
cultura inoculada com concentragdes iguais dos 6 patdgenos em estudo. C —
Média da curva de crescimento de S. aureus, E. coli, S. agalactiae, L.
monocytogenes e Salmonella em 24 horas. D — Curvas de crescimento de B.
abortus em dois diferentes meios de cultura em 80 horas.

S. aureus

S. agalactiae

E. coli

L. monocytogenes
Salmonella spp.
B. abortus
Controle (BHI)

DO 600nm (A)

L R RN

Horas

2 <
= < :
S £ 15 seve? S w
£ c Q 8
H 5 o 2
g 3 A e
g1 S 10 0 9
e ] K 01
. of
o 0 10 20 30 40 5 6 70 8
00 + 29
; 02 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 Horas
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Horas Horas ® B abortus (BHI) ¥ Controke (LBI)
4 B. abortus (LBI) =& Controle (BHI
B « nrados s patgece (o D o (3 s )

Fonte: O Autor.

Notas: Os dados representam as médias de duas repeti¢des com trés réplicas cada.
LBI — Meio de cultura caldo Brucella; BHI — Meio de cultura caldo de infuséo
cérebro e coracao.
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Figura 15 — Gel de poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etidio, mostrando
0 tempo necessario de pré-enriquecimento em caldo BHI para iniciar a detec¢do
por mPCR dos patogenos estudados. A reacdo foi realizada conforme descrito
anteriormente. Canaleta 1 - padrdo de peso molecular (pUC digerido com
Haelll); Canaletas 2 — 9: tempo de cultivo em BHI, 2 a 9 horas respectivamente;
10 — controle positivo do inoculo inicial 108 UFC.mL? de cada bactéria, 11 —
controle negativo do meio de cultura (BHI); 12 — controle positivo (DNA a 1,0
ng); 13 — controle negativo da reacao.

9 10 11 12 13

Fonte: O autor.

5.2.4  Validagdo analitica do sistema de diagnose desenvolvido para
patégenos em leite

A validacdo do sistema desenvolvido em experimento “duplo-
cego” com 15 amostras contendo diferentes combinagdes de
concentracdo de cada bactéria padrdo (Tabela 3) mostrou uma
concordéncia de 100% entre as replicatas, nas duas repeticbes do
experimento. A identificacdo dos patdégenos por amostra (presenca de
banda de tamanho esperado na mPCR) pode ser observada na Tabela 6.
Os patdgenos de crescimento mais lento (Lmo e Sag), foram detectados
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mesmo quando estes estavam na concentragdo de 102 UFC.ml* em meio
contendo concentragdo de 10° UFC.ml' dos demais patogenos.
Contrariamente, para B. abortus a detec¢do da banda esperada sé foi
possivel quando todas as amostras estavam na mesma concentracao de
102 UFC.ml! ou quando B. abortus estava em concentracdo de 10°
UFC.ml. Os resultados deste experimento confirmam a repetibilidade
intra-laboratorial do teste, por mostrar que ndo houve variagdo entre 0s
resultados das réplicas.

Tabela 6 — Resultado da validag&o analitica da mPCR desenvolvida, por anélise

em duplo-cego de amostras de leite contaminadas (A — P) com diferentes

combinaces de concentraces (UFC.mlY) dos patégenos investigados.
Resultado do mPCR*

Amostra S.aureus E.coli  B.abortus Salmonellaspp. L. monocytogenes S. agalactiae

Sau894-F/ Eco468-F/ Bab311-F/ Sal237-F/ Lmo133-F/ Sag406-F/
Sal894-R Eco0468-R Bab31l-R Sal237-R Lmol133-R Sagll4-R
A +** +** +** _* + * + *
B + * + * + * +** +** +**
C +** +** +** +** + * +**
D +** +** +** +** +** +**
E +* +* +* +* +* +*
F +* xx +* —* +* +*
G +* +* +* el +* +*
H +H* +* +* —* +* +*
| +* +* xx —* +* +*
J +* +* +* —* +* S okl
L +* +* +* —* il +*
M 4+ _NC -NC +* - - NC
N —-NC +* _NC -* +* ~NC
o] -NC —-NC +** —* +* -NC
P -NC -NC -NC -—* +* +H*
CN -NC —-NC -NC -NC —-NC -NC

Fonte: O autor.

Notas: # O resultado do mPCR mostrou total concordancia entre as réplicas do
duplo-cego; (+) Presenca da banda na mPCR; (-) Auséncia da banda na mPCR;
(*) Amostra contaminada com 102 UFC.ml%; (**) Amostra contaminada com 10°
UFC.mlI"Y; NC — Amostra ndo contaminada; CN — Amostra de leite ndo
contaminada.
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53 CARACTERIZAGCAO DIAGNOSTICA DA mPCR EM
AMOSTRAS DE CAMPO

O método de deteccdo idealizado foi validado analisando amostras
de campo e comparando o resultado com o diagnéstico por método de
referéncia para cada patogeno alvo individualmente. Foram coletadas
amostras de leite de tanque resfriadores em 102 rebanhos comerciais do
oeste Catarinense, amostragem julgada necessaria para estimar o
rendimento diagnostico (DSe e DSp) do método de detecgdo pela mPCR
com 99% de confianca e considerando erro de 5% em funcdo de um valor
provavel de DSe e DSp de 96%, conforme preconizado pela OIE. Os
resultados séo apresentados na tabela 7.

Comparando-se 0 desempenho da mPCR com o teste padrdo-ouro,
para cada patdgeno individualmente, com 95% de seguranga, foi obtido
uma sensibilidade diagndstica (DSe) para S. aureus, S. agalactiae, E. coli
e L. monocytogenes, respectivamente de 95%, 92%, 87% e 93%. A baixa
frequéncia absoluta de amostras positivas, proporcionou uma alta
amplitude no intervalo de confianca para determinacdo DSe de B. abortus
(0,6 — 80,6%) e Salmonella spp. (0,0 — 100%). Em contrapartida, a
especificidade diagnostica (DSp) foi elevada para todos os patdgenos. A
acurécia do teste mPCR foi de 97% para B. abortus e Salmonella spp.,
95% para S. aureus e L. monocytogenes e para S. agalactiae e E. coli de
92% (Tabela 7).

Na comparagao entre os dois testes, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as duas metodologias para 0s seis microrganismos
estudados (p McNemar > 0,05), portanto a eficiéncia diagnostica do teste
desenvolvido se assemelha a do teste de referéncia. Em relacdo a
concordancia entre os testes estimada pelo coeficiente kappa, obteve-se
um valor de kappa (p > 0,0001) de 0,81 para S. aureus, 0,84 para S.
agalactiae, 0,83 para E. coli e 0,77 para L. monocytogenes, 0,39 para B.
abortus e insignificante (kappa 0,00 a 0,20) para Salmonella spp. (Tabela
7).
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Tabela 7 — Rendimento diagndstico do teste multiplex PCR, comparado com o
padrdo-ouro para cada um dos patdgenos alvo individualmente, utilizando 102
amostras de leite de tanques de expanséo de unidades produtoras comerciais do
Oeste Catarinense, 2015-2016.

(continua)
. . Teste Padrdo-Ouro # Teste mPCR desenvolvido
Microrganismo i Todol ol
Alvo EA Prevaléncia Ver*a eira FA Prevaléncia Apirente
(1C 95%) (1C 95%)
86,3% 83,3%
e (0,765 - 0,933) e (0,749 - 0,893)
S. aureus p McNemar = 0,37
' Kappa= 0,8101 (0,6498 — 0,9704), p= 0,0001
DSe: 0,9545 (0,8877 — 0,9875) ***; DSp: 0,9286 (0,6613 — 0,9982) ***
Acurécia: 0,9510; VPP: 98,8%; VPN: 76,4%; RVP: 13,37; RVN: 0,049
39,2% 41,2%
e (0,280 - 0,508) 2 (0,321 - 0,509)
S. agalactiae p McNemar = 0,72

Kappa= 0,8369 (0,7286 — 0,9453), p= 0,0001
DSe: 0,9250 (0,7961 — 0,9843); DSp: 0,9194 (0,8217 — 0,9733)
Acurécia: 0,9216; VPP: 88,1%; VPN: 95%; RVP: 11,47; RVN: 0,082

E. coli

38,2% 36,3%

& (0,273 0,501) (0,276 - 0,459)

37

p McNemar = 0,72

Kappa= 0,8323 (0,7210 — 0,9437), p= 0,0001

DSe: 0,8718 (0,7257 — 0,9570); DSp: 0,9524 (0,8671 — 0,9901)
Acurdcia: 0,9216; VPP: 91,9%; VPN: 92,3%; RVP: 18,31; RVN: 0,135

L. monocytogenes

11,8% 13 12,7%

12 (0,047 - 0,218) (0,076 — 0,206)

p McNemar = 1,00

Kappa=0,7721 (0,5805 — 0,9638), p= 0,0001

DSe: 0,8333 (0,5159 — 0,9791); DSp: 0,9667 (0,9057 — 0,9931)
Acurécia: 0,9510; VPP: 76,9%; VPN: 97,8%; RVP: 25,02; RVN: 0,172

B. abortus #

3,9% 1 1,0%

& (0,002 - 0,202) (0,002 - 0,053)

p McNemar = 0,25

Kappa= 0,3904 (-0,1483 — 0,9291), p= 0,0001

DSe: 0,25 (0,0063 — 0,8059); DSp: 1,0 (0,9631 — 1,00)

Acurécia: 0,9706; VPP: 100%; VPN: 97%; RVP: NC; RVN: 0,75

Salmonella spp.

2,9%

0,
v e & (0,01 -0,083)

p McNemar = 0,25

Kappa= 0, p=NC

DSe: 0 (0,0 — 1,0); DSp: 0,9706 (0,9164 — 0,9939)
Acurécia: 0,9706

Fonte: O autor.
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Tabela 7 — Rendimento diagndstico do teste multiplex PCR, comparado com o
padrdo-ouro para cada um dos patdgenos alvo individualmente, utilizando 102
amostras de leite de tanques de expanséo de unidades produtoras comerciais do
Oeste Catarinense, 2015-2016.

(concluséo)

Notas: FA — Frequéncia absoluta; IC — Intervalo de confianca; NC: ndo
calculavel; DSe —Sensibilidade diagnostica; DSp — Especificidade diagnostica;
VPP — Valor preditivo positivo; VPN — Valor preditivo negativo; RVP — Razéo
de verossimilhanca positiva; RVN — Razdo de verossimilhanca negativa.

* 1C 95% para prevaléncia verdadeira usando intervalo de Blaker's.

** |C 95% para prevaléncia aparente usando aproximacdo binomial de Wilson.

*** |C 95% de Clopper-Pearson (exato) para DSe e DSp.

# Isolamento microbiol6gico foi o padrdo-ouro, exceto para B. abortus onde
foram usados testes soroldgicos para comparativo.

A prevaléncia dos patégenos alvo, em amostras de leite de tanque
resfriador (n = 102), a através de isolamento microbiolégico seletivo foi
de 86,3% (76,5% — 93,3%) para S. aureus, 39,2% (28,0% — 50,8%) para
S. agalactiae, 38,2% (27,3% —50,1%) paraE. coli, 11,8% (4,7% — 21,8%)
para L. monocytogenes, enquanto que para Salmonella spp. ndo se obteve
isolamento microbioldgico em nenhuma das 102 amostras avaliadas.
Contudo, os resultados da mPCR mostraram uma prevaléncia de 2,9%
(1,0% — 8,3%) para Salmonella spp. nestas mesmas amostras. Para B.
abortus foi obtida uma prevaléncia soroldgica de 3,9% (0,2% — 20,2%),
enguanto que a mMPCR mostrou uma prevaléncia de 1% (Tabela 7).

54 LEVANTAMENTO DOS PATOGENOS ZOONOTICOS
CIRCULANTES

Para gerar informagGes sobre patégenos infecciosos com potencial
zoondtico que acometem rebanho leiteiro comercial do Oeste de Santa
Catarina foi realizado um levantamento epidemioldgico prospectivo em
98 rebanhos através de estudo com delineamento observacional
transversal. Os rebanhos participantes foram selecionados por sorteio
aleatorio estratificado pelo nimero de vacas em lactagdo por unidade de
producdo. O nimero de animais amostrados por propriedade variou de
acordo com o numero de vacas em lactacdo no rebanho, conforme Tabela
4. Desta forma, amostras de leite (pool dos quatro quartos mamarios) de
1077 animais foram incluidas na analise microbioldgica do leite (Figura
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16) e soros para avaliacdo da prevaléncia soroldgica de anticorpos anti-
brucelas lisas (Figura 17).

5.4.1 Perfil microbiol6gico de patégenos em leite

O perfil de microrganismos presentes em glandula mamaria de
1077 vacas em lactagéo no oeste de catarinense foi determinado seguindo-
se as recomendacdes do National Mastitis Council (NMC, 2004) e Quinn
et al. (2005).

Apresentaram microbiologia positiva 74,4% dos animais
analisados, sendo 715 com infeccdo por um Unico patdgeno e 86 com
infeccdo mista, totalizando 887 microrganismos isolados. A frequéncia
relativa entre os isolados pode ser observada na Figura 16 B. N&do houve
isolamento em 25,6% das vacas lactantes amostradas (Figura 16 A).

O perfil de prevaléncia dos patégenos foi determinado pela
frequéncia relativa com intervalo de seguranga de 95%, sendo o
Staphylococcus coagulase negativa (SCN) o agente de maior ocorréncia,
20,8% (18,5 - 23,3%), seguido do Corynebacterium spp. 18,7% (16,4 -
21,1%), Staphylococcus aureus 17,9% (15,7 - 20,3%), Streptococcus
esculina positiva (SEP) 7,8% (6,3 - 9,6%), Streptococcus esculina
negativa (SEN) 5,3% (4,1 - 6,8%), Streptococcus agalactiae 4,1% (3,1 -
5,4%), leveduras 3,2% (2,3 - 4,5%), Staphylococcus coagulase positiva
(SCP) 2,5% (1,7 - 3,6%), Enterococcus spp. 0,9% (0,51 - 1,7%), Bacillus
spp. 0,3% (0,004 - 0,8%), Nocardia spp. e Klebsiella spp. 0,2% (0,0004 -
0,67%) e 0,1% de Enterobacter spp., Escherichia coli, Pseudomonas
spp., Salmonella spp. e fungo. (Figura 16C).
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Figura 16 — Perfil microbioldgico de patdgenos isolados de glandula mamaria
em rebanhos leiteiros no Oeste de Santa Catarina, 2015 — 2016. A — Frequéncia
de amostras com e sem isolamento de microrganismos em 48 horas de incubagéo
(n=1077). B — Frequéncia relativa dos principais patdgenos dentre os isolados
positivos (n=887). C — Prevaléncia estima dos principais patégenos isolados (n=
1077).

A

B Amostras com crescimento

74,4% B Amostras sem crescimento em
48 horas de incubacdo

1,1%
3,0% 1.5% m SCN

Corynebacterium spp.
W Staphylococcus aureus
B SEP
B SEN
Streptococcus agalactiae
W Leveduras
B SCP
W Enterococcus spp.
Qutros

Prevaléncia (%)

Fonte: O autor.

Notas: SCP - Staphylococcus Coagulase Positiva; SCN — Staphylococcus
Coagulase Negativa, SEN — Streptococcus Esculina Negativa; SEP —
Streptococcus Esculina Positiva; C/C — Amostra contaminada (com crescimento
de mais de trés agentes); * IC 95% para prevaléncia estimada usando
aproximacao binomial de Wilson.
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5.4.2 Prevaléncia de animais com anticorpos anti-brucelas lisas em
rebanhos leiteiros

Resultados do estudo demonstram que a populacdo catarinense
continua susceptivel ao patégeno zoonético Brucella abortus. A
prevaléncia de fémeas lactantes com anticorpos anti-brucelas lisas foi de
0,46% (0,27% — 0,62%), n= 1077 animais (Figura 17 A). Em 4,1% (2,48
— 5,94%) dos rebanhos comerciais para producdo de leite no Oeste
Catarinense (n= 98), foi detectado a presenca de animais positivos para
anticorpos anti-brucelas lisas (Figura 17B). A média de ocorréncia de
animais soropositivos em rebanhos que apresentaram a enfermidade foi
de 7,75% (Figura 17C).
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Figura 17 — Prevaléncia de animais com anticorpos anti-brucelas lisas em
rebanhos leiteiros comerciais do Oeste Catarinenses, 2015 — 2016. A -
Prevaléncia de animais positivos. B — Frequéncia relativa de rebanhos positivos.
C — Percentual de animais positivos em rebanhos com a enfermidade.

A Animais B Rebanhos
0,80% 4,40%
0,70% 4,30%
0,60% 4,20%
0,50% 4,10%
0,40% 4,00%
0,30% 3,90%
0,20% 3,80%
0,10% 3,70%
0,00% 3,60%
Prevaléncia (%) Prevaléncia (%)

C

Animais Positivos
por Propriedade (%)

Média

Fonte: O autor.

Notas: * IC 95% para prevaléncia estimada usando aproximagao binomial de
Wilson; ** Amplitude (limite superior e inferior).
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6 DISCUSSAO

Métodos diagnosticos para patdgenos zoondticos aplicados a
medicina veterinaria sdo detentores de notéria relevancia para salde
Unica. No contexto do controle e erradicacdo de doenca animal, tém o
objetivo de identificar rebanhos doentes e animais infectados dentro dos
rebanhos. Relacionado a seguranga dos alimentos, o teste diagnostico,
precisa comprovar a auséncia de patdgenos alvos ou a inocuidade, seja na
origem (matéria-prima), nos processos de producdo (com produtos
rastreados e monitorados) ou no produto final.

O leite é um dos principais produtos do agronegécio brasileiro
(CEPEA, 2011; EPAGRI, 2016) e tem elevada relevancia social, além de
ser um dos produtos de maior importancia para a alimentacdo humana no
pais (GUIMARAES; LANGONI, 2010). No entanto, aproximadamente
33% da producdo anual de leite ndo sofre pasteurizagdo (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2012; ZOCCAL,
2012). Além disso, inexiste um monitoramento de patégenos zoonoticos
na cadeia lactea e hd uma escassez de informagdes epidemioldgicas, tanto
na salde publica quanto na defesa sanitaria animal, nos varios niveis
geopoliticos (SANTANA et al.,, 2010). O controle de patdgenos
zoondticos é indispensavel para seguranca dos alimentos e
competitividade dos produtos da cadeia lactea nacional, mas os métodos
atualmente disponiveis sdo laboriosos, demorados e pouco eficientes
(CHIANG et al., 2012; CREMONESI et al., 2005; GASANOV;
HUGHES; HANSBRO, 2005; KIM, H. W. etal., 2010; TAPONEN et al.,
2009). Neste contexto foi idealizado um método diagnostico, visando
identificar os principais patégenos responsaveis por elevadas perdas
produtivas e suprir a necessidade de biosseguridade do leite como
alimento, com o intuito de possibilitar a competitividade econémica e
sanitéria do leite brasileiro.

Informacdes diagndsticas confidveis sdo imprescindiveis para a
realizacdo de avaliagBes e intervengdes relevantes, possibilitando
tomadas de decisGes adequadas em salde publica, agronegdcios, tramites
de comércio internacional, seguranca dos alimentos e no
desenvolvimento de novas tecnologias e formas de tratamentos. A
credibilidade atribuida aos resultados obtidos a partir dos ensaios
laboratoriais é diretamente dependente da validagdo do método utilizado
(DINIZ, 2013).

A Organizacdo Mundial do Comércio (OMC) reconheceu trés
organizagdes internacionais como 6rgaos competentes para a defini¢éo de
normas: a Organiza¢do Mundial de Saude Animal (OIE), reconhecida
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como referéncia em padrdes de salde animal; a Comissdo do Codex
Alimentarius (Codex), 6rgdo da Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO); e a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), que elabora normas para a seguranca dos alimentos e salde
publica (WIEGERS, 2002). Conforme exposto, a validacdo do método
diagndstico desenvolvido neste estudo seguiu as orientacdes do Manual
de Testes Diagndsticos e Vacinas para Animais Terrestres da OIE, que
segundo Diniz (2013) € a organizacdo que apresenta 0 maior nimero de
critérios de validacdo de métodos, o que geraria uma maior aceitagdo
internacional do ensaio a ser validado. A consulta de tal documento, em
associacdo a artigos cientificos especializados, gera um sinergismo e
tende a potencializar a validacdo do ensaio diagndstico (DINIZ, 2013).

A biologia molecular vem sendo amplamente utilizada em estudos
epidemioldgicos de enfermidades infectocontagiosas de carater zoon6tico
(LAW et al., 2015; PAULA et al., 2015; ZADOKS et al., 2011). O
desenvolvimento de novos métodos moleculares para uso em medicina
humana tem facilitado e oportunizado estudos destes microrganismos em
animais e alimentos de origem animal. Os métodos genotipicos tém
substituido com éxito os métodos fenotipicos que apresentam limitada
confiabilidade e s8o baseados em caracteristicas instaveis dos
microrganismos (CHIANG et al., 2008; CHIANG et al., 2012; LEE, K.
H. et al., 2008; MEIRI-BENDEK et al., 2002; SILVA, E. R.; SILVA,
2005; ZHAO et al,, 2014; ZSCHOCK et al., 2005). Dentre as
metodologias moleculares mais utilizadas, as tecnologias baseadas na
PCR, tém revolucionado o diagndstico das enfermidades infecciosas, por
apresentar vantagens como rapidez, sensibilidade, especificidade,
reprodutibilidade, possibilidade de detectar patdgenos fastidiosos ou ndo
cultivdveis nos testes convencionais e uso de varios moldes néo
infecciosos como material de partida. Também, sdo rentaveis e
apresentam potencialidade para automacao, de modo que séo ideais para
se obter alto rendimento no diagnostico laboratorial, fato indispensavel
ao se tratar da cadeia lactea devido ao volume potencial de amostras
(OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2012).

O método baseado na PCR ja mostrou ser uma ferramenta util para
resolugdo de etiologias bacteriana em amostras de leite bovino
(FORSMAN; TILSALA-TIMISJARVI; ALATOSSAVA, 1997;
GILLESPIE; OLIVER, 2005; NING et al, 2012; PHUEKTES;
MANSELL; BROWNING, 2001; SHOME et al., 2011) e na deteccao de
agentes patogénicos de origem alimentar (CHIANG et al., 2012;
CREMONESI et al., 2005; HOFFMANN et al., 2014; KIM, J. H. et al.,
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2014). A especificidade da PCR depende da fidelidade dos iniciadores
utilizados, ja a sensibilidade depende das condicGes da reacdo, da pureza
e da quantidade de DNA (TAMARAPU; MCKILLIP; DRAKE, 2001). A
maximizacdo destas caracteristicas foi buscada no desenvolvimento de
um sistema de detecc¢do de patdgenos zoondticos em leite bovino baseado
em PCR multiplex.

O sistema analitico idealizado, que tem como base a técnica de
mPCR, propdem um conjunto de seis pares de iniciadores (descritos na
Tabela 2), para deteccdo de seis patdégenos (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella sp., Streptococcus
agalactiae e Brucella abortus), de importancia para saude publica devido
ao potencial zoondtico e, englobando os principais microrganismos
causadores de mastite bovina responsaveis por prejuizos consideraveis ao
agronegocio do leite. Os pares de iniciadores escolhidos e/ou desenhados
mostraram capacidade de distinguir os microrganismos alvo (Figura 5),
apresentaram excelente limite de deteccdo individual na PCR variando
entre 10pg e 1fg de DNA gendmico conforme o agente (Figura 6) e foram
altamente especificos na identificacdo dos alvos patogénicos, conforme
confirmacéo por sequenciamento dos produtos gerados. Estes resultados
de apropriada especificidade e capacidade de deteccdo dos iniciadores,
foram iguais ou superiores aos relatados na literatura por outros autores
em pesquisas de deteccdo simultanea de patdgenos em leite, usando PCR
multiplex (CHIANG et al., 2012; KIM, J. H. et al., 2014; OMICCIOLI et
al., 2009; PHUEKTES; MANSELL; BROWNING, 2001). Salienta-se
gue o processo de identificacdo ou desenho dos iniciadores € um dos
principais fatores limitantes para a eficiéncia da técnica.

O sistema analitico proposto consiste em cinco etapas principais, a
saber: (1) concentracdo da amostra pré-inoculacdo; (2) enriquecimento
preliminar da amostra; (3) extracdo térmica do material genético da
amostra; (4) amplificagdo por mPCR e (5) deteccdo por eletroforese em
gel de poliacrilamida das sequencias amplificadas.

Na padronizacdo da mPCR, as concentracdes de iniciadores foram
determinadas para alcancar a melhor eficiéncia de amplificagdo sem
competicdo. Outros fatores criticos como concentragdo de Taq DNA
polimerase, tempo e temperatura de ciclagem, concentracdo de DNA
molde e adi¢do de aditivos, foram otimizados seguindo orientacdes de
Henegariu et al. (1997), Loffert et al. (1999) e Markoulatos, Siafakas e
Moncany (2002), proporcionando um teste robusto e reprodutivel, capaz
de detectar os seis patdgenos alvos individual ou simultaneamente ou em
diferentes arranjos, isto é: quantidades diferentes dos patdgenos (Figuras
9 e 10). Nao foi encontrado descri¢cdo na literatura nem em base de dados
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de patentes de outro teste diagndstico com a mesma configuragdo de
pat6genos.

Os aditivos séo substancias conhecidas por terem efeitos benéficos
nas reagGes de amplificagdo, mas é impossivel prever qual substancia sera
atil num contexto particular e, portanto, devem ser testados
empiricamente para cada reacdo. O DMSO ¢ (til para reduzir estruturas
secundarias e na amplificacio de DNA rico em CG (JENSEN;
FUKUSHIMA; DAVIS, 2010; SEIFI et al., 2012), quando usado em
concentracdo final entre 2% a 10%, sendo que a concentracdo de 10%
pode reduzir em 50% a atividade da Taq polimerase (GELFAND, 1989).
Com atuacdo semelhante, a betaina base da maioria dos aditivos
comerciais, inclusive do Q-Solution (Qiagen) como demostrado por
Frackman et al. (1998), geralmente é usada na concentracdo de 1,0 a 1,7
M (SEIFI et al., 2012). A formamida é indicada para melhorar a eficiéncia
da PCR em concentracbes que variam de 1% a 5% (SARKAR;
KAPELNER; SOMMER, 1990). O BSA 5% é descrito como aditivo (til
na amplificagdo de DNA quando a amostra possui inibidores da PCR,
como no caso do leite. No presente estudo foram testados cinco aditivos
(Solucéo-Q® (betaina), formamida 1,25%, DMSO 5%, glicerol 5% e BSA
5%), mas o melhor resultado foi obtido com a formamida 1,25%,
conforme mostrado na Figura 8.

A formamida foi entdo testada em diferentes concentragdes
(1,25%, 2,5%, 5%, e 10), pois segundo Gelfand (1989) até a concentracdo
de 10% ndo afeta a atividade da Taq polimerase. A concentracdo de
1,25% foi a que apresentou os melhores resultados com amplificagéo de
todos os patdgenos alvos na mPCR. Em nossas condi¢Bes experimentais,
concentracdes de 2,5% e 5% inibiram parcialmente a reacdo e 10% inibiu
totalmente a atividade da Tag DNA polimerase (resultados ndo
apresentado), corroborando com o relatado por Sarkar, Kapelner e
Sommer (1990).

De acordo com os resultados da PCR multiplex, para
caracterizacdo analitica do método, executada com diluicdo seriada do
DNA gendmico, verificou-se que a concentragio minima do DNA
necessario para a reacéo variou de 100 fg.uL* a 1 fg.uL* conforme o alvo
(Figura 11). As concentracBes necessarias para amplificacdo foram
inferiores as requeridas em estudos anteriores (KIM, J. H. et al., 2014;
ORZIL et al.,, 2016; PHUEKTES; MANSELL; BROWNING, 2001;
TROCANTELLI et al., 2015; YANG et al., 2013) e semelhante a
observada por Shome et al. (2011), que foi de 10 fg de DNA genémico.
No presente estudo, ao compararmos os limiares inferiores de detec¢do



93

dos iniciadores, mostrados pela PCR convencional com os obtidos na
mPCR, verificamos que a sensibilidade foi idéntica nas duas técnicas para
deteccdo de S. aureus e L. monocytogenes, para B. abortus e Salmonella
spp. apresentou a redugdo de um log (1 fg para 10 fg e 10 fg para 100 fg,
respectivamente) e para S. agalactiae e E. coli observamos um aumento
na sensibilidade dos iniciadores quando usados na mPCR (Figuras 6 e
11).

A caracterizacdo analitica do teste desenvolvido, mostrou limite de
detecgdo de 10°CFU.mLem leite para as espécies avaliadas, exceto para
B. abortus para o qual o limite de deteccdo em Ieite foi de 10* UFC.mL*
(Figura 13). A sensibilidade analitica do método foi superior ao padréo-
ouro e a maioria dos demais ensaios bacterianos do estado da técnica até
entdo relatados, em condi¢des semelhantes (MPCR para diagndstico de
agentes em leite). Varios estudos envolvendo a técnica de mPCR para
deteccéo de patdgenos em leite apresentam sensibilidade maxima de 10°
CFU.mL! (GANDRA etal., 2016; RAMESH et al., 2002; RIFFON etal.,
2001; SILVA, M. A., 2008; TROCANTELLLI et al., 2015). Um nivel de
sensibilidade entre 10% — 10° UFC.mL"* para a deteccdo de patdgenos de
mastite em leite por mPCR e por biochip, foi anteriormente relatado
(LEE, K. H. et al, 2008; PHUEKTES; MANSELL; BROWNING,
2001). Em outro estudo, o limite de deteccdo do ensaio de mPCR para a
detecgdo de agentes patogénicos da mastite foi apresentado como sendo
de 103 10* CFU.mL™! (GILLESPIE; OLIVER, 2005). Sensibilidade de
10* CFU.mL* foi reportada para identificacdo de genes patogénicos de E.
coli em leite e produtos lacteos (BOTTERO et al., 2004).

Shome et al, (2011), estudando patégenos da mastite em leite,
utilizando um protocolo de extracdo comercial de DNA direto do leite,
verificaram gue a mPCR mostrou limites detectaveis de 102 CFU.mL™!
para S. agalactiae e de 10* CFU.mL para S. aureus e E. coli, porém estes
utilizaram um protocolo de extragcdo comercial direta do leite. Para os
mesmos agentes Cressier e Bissonnette (2011), descreveram limite de
deteccdo de 102 CFU.mL* analisando os produtos de amplificacdo por
eletroforese capilar. O uso de kit comercial para extracdo de DNA onera
o teste dificultando sua utilizagdo, assim como a analise por eletroforese
capilar. Ressalta-se que o limite de deteccédo de 10° CFU.mL! mostrado
neste estudo, foi obtido utilizando-se um protocolo de extracdo por calor
e sem adi¢do de nenhum reagente, buscando-se 0 menor custo fixo para o
teste, visando viabilizar sua utilizago no cotidiano da pecuéria de leite.

Estudo avaliando o potencial da um mPCR para deteccdo de
Staphylococcus aureus e Streptococcus spp. causadores de mastite
verificou sensibilidade de 106 CFU.mL™! realizando extragdo do DNA a
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partir do leite total pelo método de fenol-cloroférmio e 10* CFU.mL™*
utilizando um kit comercial (PHUEKTES; MANSELL; BROWNING,
2001). Diluindo o leite em agua destilada, estes autores verificaram que o
limite de deteccéo foi de 10 CFU.mL'e 10> CFU.mL! respectivamente
e apos enriquecimento da amostra em meio TSB, 37°C por 8-12 horas a
sensibilidade aumentou para 10° CFU.mL* independentemente do
método de extragdo.

A presenca de inibidores da reacdo de PCR em leite foi relatada
(RIFFON et al., 2001). No entanto, os inibidores exatos no leite ndo foram
identificados (LEE, K. H. et al., 2008). Aslam, Hogan e Smith (2003),
sugeriram que a gordura do leite poderia recobrir a superficie de
microrganismo e dificultar sua lise. Particularmente no leite,
componentes como célcio, proteinase, gordura e proteinas do leite,
principalmente a caseina formando micelas em associa¢do com o célcio,
podem bloquear o0 DNA e impedir 0 acesso da Taq polimerase (SILVA,
M. A., 2008). Neste sentido, o desenvolvimento de uma estratégia de
preparacdo da amostra que possa capturar o DNA da bactéria patogénica
no alimento em alta qualidade torna-se necesséaria. Uma ferramenta de
baixo custo para superar inibidores de PCR presentes no leite envolve a
diluicdo e lavagem da amostra, condicdo que se consegue com O
enriquecimento da amostra. Lee et al. (2008) identificaram como
importante e necessario um passo de enriquecimento para deteccdo de
concentracdo inferior a 10° UFC.mL™. Estudo utilizando o método da
PCR para a deteccdo de S. agalactiae em leite, com previa extracdo por
fervura, mostrou que um passo de enriguecimento durante a noite
aumentou a sensibilidade do ensaio em 4 logs de 10* — 105 UFC.mL"* para
10° UFC.mL* (MEIRI-BENDEK et al., 2002). Estes mesmos autores
utilizando a extragéo por fenol-cloroférmio, sem enriquecimento prévio,
obtiveram um limite de deteccdo de 108 UFC.mL* Em nosso estudo o
limite de deteccdo idéntico foi obtido em nosso trabalho quando realizada
a extracdo por fervura sem o passo de enriquecimento, dados néo
mostrados. Estudo de Chiang et al., (2012) mostrou que o enriquecimento
da amostra em caldo TSB por 8 horas a 37°C, aumentou a sensibilidade
de 10° - 10* UFC.mL™ para 10° UFC.mL de oito patégenos de origem
alimentar em leite quando utilizada a mPCR associada a hibridizagéo em
microarranjos de DNA. A inclusdo de um passo prévio de enriquecimento
em meio liquido (TSB) por 10 horas a 37°C, melhorou o limite de
detecgdo de 10° UFC.mL! para 10° UFC.mL* de trés espécies de
Streptococcus envolvidos em mastite bovina incluindo S. agalactiae
utilizando mPCR (CHIANG et al., 2008). No presente estudo avaliando
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a curva de crescimento dos patégenos alvo, foi estabelecido 8 horas como
tempo ideal para o enriquecimento da amostra no sistema proposto
(Figura 14).

Embora a sensibilidade do método de extracdo de DNA é
importante, muitos outros fatores como: tempo requerido, 0 custo por
teste e a necessidade de reagentes especificos devem ser considerados
(CREMONESI et al., 2006). No sistema de deteccdo proposto, 0 método
apresentado para a extracio de DNA bacteriano, precedido por uma etapa
de enriquecimento, se mostrou eficiente, reprodutivel, de facil execucéo,
ndo requer equipamentos sofisticados, 0s reagentes utilizados sao
economicamente acessiveis, e demanda pouca manipulacdo da amostra.
Destaca-se na metodologia proposta a agilidade no diagndéstico que pode
ser obtido em um periodo de 15 horas, a0 passo que um exame
microbioldgico demanda de 48 horas a 10 dias ou mais, para obter o
resultado (GASANOV; HUGHES; HANSBRO, 2005). Esta
caracteristica credencia 0 método proposto para utilizacdo na rotina de
deteccdo de patdgenos no leite.

A especificidade analitica, outra caracteristica a ser considerada na
avaliacdo de um novo teste, segundo a OIE, definida como a capacidade
de um ensaio em distinguir os agentes de interesse diante de outros
agentes estreitamente relacionados (OFFICE INTERNATIONAL DES
EPIZOOTIES, 2014a), foi de 100% para a mPCR proposta, uma vez que
ndo ocorreu amplificacgdo do DNA de microrganismos ndo alvo,
apresentados na Tabela 5. Estes resultados corroboram dados de outros
autores utilizando a técnica de mPCR na deteccdo de patdgenos em leite
bovino (CHIANG et al., 2012; SHOME et al., 2011).

As caracteristicas analiticas do método proposto foram validadas a
partir do monitoramento de todas as etapas do processo, através de um
teste duplo-cego com amostras conhecidas, apresentando total
compatibilidade entre as andlises (Tabela 6). Além disso, ndo houve
inibicdo na amplificacdo quando um patdgeno particular estava em baixa
concentracdo mesmo na presenca de elevadas contagem bacteriana dos
demais. Os resultados do experimento as cegas neutralizam o viés de
afericdo, segundo Oliveira Filho (2015), ressaltando a robustez da técnica
e a repetibilidade intra-laboratorial do teste, uma vez que ndo houve
variacdo entre os resultados das réplicas.

A ndo deteccdo de Brucella abortus em concentragGes abaixo de
10 UFC.mL* ja era esperado, uma vez que a etapa de pré-
enriquecimento ndo afetou a sensibilidade do teste devido ao crescimento
lento deste patégeno em particular (Figura 14 D). Estima-se que a
concentragcdo microbiana necesséria para deteccdo deste patdgeno pelo
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método proposto, seja de aproximadamente 4,0 bactérias.uL™ na reacéo,
uma vez que este nimero de bactérias foi o limite inferior de deteccdo
observado quando utilizamos células bacterianas como molde (Figura
12). Os iniciadores Bab 311-F e Bab 311-R apresentaram alta
sensibilidade, 1,0 fg e 10 fg respectivamente para PCR e mPCR e na
determinacdo do limite de detecgdo em algumas repeti¢Oes apresentaram
deteccBes menores que 10* UFC.mL™. Isto explica deteccdes de 102
UFC.mL™%, nas amostras “E” e “M” do experimento duplo-cego (Tabela
6). Neste contexto, possivelmente em rebanhos endémicos para
brucelose, devido a alta concentracdo microbiana no leite, a mPCR
proposta seja capaz de detectar o agente no leite de tanques de expansao.
Outro fato que reforga a hipotese foi observado ao se testar a mPCR
proposta frente a leite experimentalmente contaminado apenas com B.
abortus, mostrando um limite de deteccdo de 10° UFC.mL™* (dado nédo
apresentado). A literatura apresenta limites de deteccdo variados para
identificacdo Brucella spp. por PCR em amostras de leite, 10 UFC.mL
(LEAL-KLEVEZAS et al., 1995; ROMERO; LOPEZ-GONI, 1999), 102
UFC.mL! (SREEVATSAN et al., 2000), 10° UFC.mL* (RIJPENS et al.,
1996).

A partir dos resultados analiticos obtidos, é possivel inferir que o
método diagndstico apresenta sensibilidade superior aos limites de
detecgdo exigidos pela ANVISA e a carga bacteriana minima necessaria
ao risco de infeccdo alimentar. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), através da resolugdo — RDC n° 12, de 2 de janeiro
de 2001, os limites permissiveis de S. aureus e E. coli para maioria dos
alimentos sdo de 10° UFC.mL? e auséncia de L. monocytogenes e
Salmonella spp. em 25 g ou mL (BRASIL, 2001). Em relacéo ao risco de
toxinfeccdo alimentar o nimero minimo de S. aureus capaz de produzir
enterotoxinas termoestaveis em quantidade suficiente para causar
intoxicacéo alimentar (1 pg) varia de 10°a 10° UFC.mL* (TAMARAPU;
MCKILLIP; DRAKE, 2001; TRONCO, 2010). Para L. monocytogenes a
dose infectante para humanos varia de 102 a 103 UFC (MACKIW et al.,
2016) reiterando a capacidade de deteccdo segura da metodologia. De
acordo com a Federagdo Internacional de Laticinios (FIL), o leite cru é
considerado “higido” quando, no ato de sua coleta ou no momento de sua
utilizacdo artesanal, atenda as seguintes exigéncias: microbiota total
<100.000 UFC.mL%; células somaticas <300.000 UFC.mL!; S. aureus
<1.000 UFC.mL; E. coli <1.000 UFC.mL; Salmonella ausente em
1000 mL e Streptococcus B auséncia em 0,1 mL (TRONCO, 2010).
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A conveniéncia e praticidade na amostragem do leite, evitando os
transtornos causados pela coleta de sangue ou tecidos, 0 estresse aos
animais e consequentemente a reducdo das perdas desnecessarias aos
produtores e empresas de laticinios € uma das vantagens do método
proposto.

A reducdo do risco biolégico aos laboratoristas é outro beneficio
do teste uma vez que a técnica molecular reduz o tempo de contato com
0 microrganismo viavel, fato considerado importante quando falamos de
patégenos com potencial zoonético (OFFICE INTERNATIONAL DES
EPIZOOTIES, 2012; ORZIL et al., 2016; YU; NIELSEN, 2010).

O custo de realizagdo da técnica de mPCR foi definido
considerando a capacidade instalada no Laboratorio de Protozoologia
CCB/UFSC, utilizando-se o método de custeio direto, com base no
protocolo da técnica (BRUGNANO et al., 2014; SCHOEPS, 1992).
Considerou-se no calculo méo de obra, depreciacdo de equipamentos e
instalacBes e impostos, baseados em custos reais para realizacdo de uma
analise por PCR de um laboratério veterinario, insumos (materiais)
contabilizados com base no protocolo da técnica e perdas definidas a
priori em 10%. O custo do mPCR para uma amostra foi valorado em R$
53,95 passando para R$ 30,22 quando otimizado para 48 amostras
conforme equipamentos e estrutura disponivel. Salientamos que este
custo pode ser reduzido consideravelmente se realizado em escala. O
levantamento realizado demonstrou que o uso da nova tecnologia mais
efetiva, tem custo aceitavel, considerando ainda as vantagens de deteccéo
simultanea de seis patdgenos e obtencéo dos resultados em menor tempo.

Associando a confiabilidade e robustez da mPCR, a um método de
baixo custo para extragdo de DNA e a detec¢do de um perfil de patégenos
de interesse em leite, a presente metodologia, protegida por pedido de
patente, mostra-se uma ferramenta importante para a cadeia lactea
nacional tanto para o agroneg6cio quanto para salde pubica, com
sensibilidade superior, mais rapido e eficiente que o0s métodos
diagndsticos disponiveis.

Existe uma constante busca por desenvolvimentos de testes rapidos
e capazes de detectar a presenca de agentes etioldgicos com alto grau de
confianga no cotidiano da producdo animal, neste sentido buscamos
realizar a validagdo diagnostica do método proposto com amostras de leite
de tanques resfriadores de 102 rebanhos leiteiros comerciais. A
sensibilidade de um teste diagndstico é uma das caracteristicas mais
importantes na fase inicial de programas de controle, garantindo que os
animais doentes em um rebanho sejam detectados precocemente.
Contudo, quando a prevaléncia da doenca € baixa, a especificidade se
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torna mais importante (ZAFALON et al.,, 2005), Neste sentido, a
sensibilidade (DSe) e especificidade (DSp) diagnosticas sdo os principais
indicadores de rendimento diagnosticos de um teste.

O método molecular desenvolvido apresentou limiares estimados
de DSe, DSp e elevada acurécia, que justificam sua utilizacdo como
método de deteccdo dos patdgenos alvos em amostras de leite de tanque
de expansdo, quando comparado a técnicas de referéncia (Tabela7). A
eficiéncia diagnostica do teste desenvolvido foi semelhante & do padréo-
ouro (p McNemar > 0,05). Na avaliacdo de concordancia entre os testes,
estimada pelo coeficiente kappa (Tabela 7), obteve-se uma concordancia
excelente (kappa 0,81 a 1,00) para S. aureus, S. agalactiae e E. coli e
forte concordancia (kappa 0,61 a 0,80) para L. monocytogenes, reiterando
a possibilidade de uso da técnica para diagnostico dos referidos patégenos
em leite de rebanho. Contudo, para B. abortus a concordancia foi leve
(kappa 0,21 a 0,40) e para Salmonella spp. insignificante (kappa 0,00 a
0,20), de acordo com a valoragéo do kappa segundo Oliveira Filho (2015).
A baixa concordancia observada, para Brucella e Salmonella,
possivelmente se deve ao baixo ndmero de isolados positivos obtido na
amostragem. Quando a frequéncia de verdadeiros positivos € baixa ou
zero, impossibilita uma precisdo na estimativa de DSe, 0 que pode ser
verificado ao observar os intervalos de confianga, de 0,6% — 80,6% e
0,0% — 100% respectivamente, para DSe de B. abortus e Salmonella spp.,
ndo significando uma ineficiéncia do teste. Porém, isto indica a
necessidade de um experimento contendo uma populagédo amostral com
maior nimero de individuos verdadeiramente positivos para melhorar a
precisdo das estimativas de DSe especificamente para estes dois
patogenos, uma vez que suas DSp foram elevadas.

O rendimento diagndstico do método proposto neste estudo foi
superior ao observado em estudos feitos por outros autores em condi¢des
semelhantes. Ao analisar a acuracia de um protocolo para deteccédo
simultanea de trés patdégenos em amostras de leite de tanque usando
mPCR, em 20 propriedades leiteiras localizadas no centro—oeste do
estado de Séo Paulo, Trocantelli et al. (2015) obtiveram, respectivamente
DSe, DSp e concordancia (Kappa), para S. aureus de 0,0%, 100% e néo
calculada, para S. agalactiae de 0,0%, 88% e 0,11 e para E. coli de 75%,
91,7% e 0,68. Estudo realizado por Carneiro (2009), avaliou 100 amostras
de leite de tanques de expansdo de 50 propriedades no Oeste de Santa
Catarina, pela técnica de PCR utilizando os iniciadores Sa442- 1 e Sa442-
2, para a detecgdo de S. aureus, obtendo DSe (53,8%) e DSp (36,5%) ndo
justificando sua utilizacdo como método de deteccdo do agente em
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amostras de leite de tanque. Analisando microrganismos causadores de
mastite por mPCR associado a detecc¢do por eletroforese capilar, Cressier
e Bissonnette (2011), mostraram DSe e DSp respectivamente, de 96,6%
e 94,1% para S. aureus, 100% e 99.3% para S. agalactiae e para E. coli
100% e 94,5%, resultados semelhantes aos observados neste estudo. Os
resultados de DSe e DSp obtidos através da mPCR, também foram
equivalentes aos verificados por outros autores utilizando tecnologia
analitica de multiplex PCR em tempo real (QPCR) para deteccdo de
patdgenos em leite (GILLESPIE; OLIVER, 2005; PARADIS etal., 2012)

Para o reconhecimento provisério de um teste é necessario, além
das informacdes sobre carateristicas analiticas (Se e Sp) e diagndsticas
(DSe e DSp), uma andlise previa de reprodutibilidade (OFFICE
INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2014a). A obtencdo de
resultados idénticos em cinco repeticGes da técnica de mPCR para as
mesmas amostras em dias alternados, evidencia a reprodutibilidade
preliminar do método proposto. Este resultado associado as
caracteristicas analiticas e diagnosticas de elevada sensibilidade e
especificidade apresentadas, reforca a indicagdo da técnica para uma
préxima fase de validacdo e sua utilizacdo futura no diagndstico de rotina
para patégenos em leite.

A ocorréncia de pelo menos um dos patdgenos alvos em 95,1% das
unidades de producéo estudadas (h= 102), sendo que 23,5% apresentavam
trés ou mais dos patogenos analisados, considerando os testes de
referéncia, alerta para o elevado risco zoon6tico, salientando a
importancia de uma ferramenta de diagndstico eficiente para deteccao de
potenciais focos na cadeia produtiva do leite.

Os agentes de maior prevaléncia nos tanques resfriadores
analisados, S. aureus (86,3%) e S. agalactiae (39,2%) (Tabela 7), sdo
patégenos altamente contagiosos frequentemente isolados e identificados
como causadores de mastite em diferentes bacias leiteiras do pais
(BRITO, M. A. V.P.etal., 1999; COSTA etal., 1995; LANGONI et al.,
2011; LARANJA; MACHADO, 1994; PORTES et al., 2014b; SANTOS,
L. L.; PEDROSO; GUIRRO, 2010; SOUZA et al., 2009). Na Zona da
Mata de Minas Gerais, Brito et al. (1999), isolaram S. aureus e S.
agalactiae em 98% e 60,4%, dos rebanhos, respectivamente, mostrando
elevada prevaléncia destes patdgenos, assim como observado no presente
estudo.

Na epidemiologia da mastite bovina os agentes etiolégicos podem
ser classificados como patdgenos principais e secundarios. Patégenos
principais sdo responsaveis por causar maiores reacfes inflamatdrias no
Ubere, provocando elevadas contagem de células somaéticas (CCS),



100

enquanto os secundarios promovem reaces mais brandas (HARMON,
1994; PHILPOT; NICKERSON, 2002). Wilson, Gonzalez e Das (1997)
verificaram que a CCS média para animais com isolamento de S. aureus
e S. agalactiae foi de 440.000 e de 640.000 células.mL?,
respectivamente. Trabalho conduzido com rebanhos localizados regido
Sudeste do Brasil (n= 3.749) mostrou a variacdo da CCS em vacas
leiteiras de acordo com o patdgeno da mastite, a média de CCS foi
966.000 células.mL? para animais positivos para S. aureus e 1.520.000
células.mL para S. agalactiae (SOUZA et al., 2009). Por outro lado, foi
demonstrado que a presenca de C. bovis e Staphylococcus coagulase
negativo ndo provocaram alteracdes significativas de CCS em relacdo aos
guartos mamarios bacteriologicamente negativos (SOUZA et al., 2009;
WILSON; GONZALEZ; DAS, 1997). Neste contexto, 0 monitoramento
em nivel de rebanho é necessario para orientar estratégias de controle e
prevencdo das mastites por S. aureus e S. agalactiae, o que parece ser
fundamental para que os rebanhos brasileiros possam atender ao requisito
de qualidade do leite estabelecidos pela legislacdo (IN62 e INO7), CCS
de 400.000 células.mL* (BRASIL, 2011; 2016).

A prevaléncia de 11,8% para Listeria monocytogenes em tanques
resfriadores (n = 102, Tabela 7) chama atencdo, pois este patdgeno é
reconhecido como um sério problema de salde publica, devido a sua alta
taxa de hospitalizacdo (94%) e mortalidade (12,8 - 17%) (CDC, 2011,
ECDC, 2013). Além disso, ha indicios de que esse patdgeno possa
suportar o tratamento térmico e é capaz de se multiplicar em alimentos
resfriados, em temperaturas entre -1,5°C a 45°C (FARBER et al., 1988;
SETIANI et al., 2015; SZLACHTA et al., 2010). Melo et al. (2013)
relatam a presenca de L. monocytogenes em queijo produzido a partir de
leite cru em Santa Catarina, juntamente com S. aureus e E. coli. Em uma
triagem molecular realizada em tanques de resfriamento (h=56) no estado
do Rio Grande do Sul a presenca de L. monocytogenes nao foi confirmada
(POZZOBON et al., 2015). Em paises desenvolvidos este patdégeno é
exaustivamente estudado em animais, humanos e alimentos, porém, no
Brasil os dados séo escassos e indicam uma baixa ocorréncia (SILVA, A.
S. D. etal., 2011). Os 12 isolados microbiolégicos de L. monocytogenes
de amostras de leite de tanque resfriador foram confirmados, por PCR
convencional usando os iniciadores Lmo133-F e Lmo133-R, dados ndo
apresentados.

A auséncia de isolamento para Salmonella spp. no presente estudo,
corrobora resultados de outros trabalhos que avaliaram leite de tanque
resfriador (AMAGLIANI et al., 2012; RUUSUNEN et al., 2013).
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Contudo, a deteccdo deste grupo de patogenos via PCR sugere sua
presenca em baixa frequéncia nos rebanhos leiteiros do Oeste Catarinense
(Tabela 7). Relatos de baixas prevaléncias deste patdgeno em leite de
tanque foram reportados no Norte da Italia (1,01%) (GIACOMETTI et
al., 2012) e no tergo ocidental do estado de Tennessee nos Estados Unidos
(2,24%) (MURINDA et al., 2002).

As doencas infecciosas de carater zoondtico sdo uma preocupacao
emergente em fazendas leiteiras pelo seu impacto potencial sobre saude
humana e animal e produtividade dos rebanhos. Informacbes sobre
presenca de patdgenos e sua a prevaléncia no sistema produtivo sdo
relevantes para escolha de estratégias de acdo acertadas em controle e
prevencao, uma vez que programas de reducdo de patdgenos em animais
refletem significativamente na diminuicdo do risco de doenca em
humanos (PRADHAN et al., 2009; RUEGG; REINEMANN, 2002;
SMITH et al., 2013).

Devido a escassez de informagdes epidemioldgicas sobre
patégenos infecciosos com potencial zoon6tico que acometem bovinos
leiteiros no Oeste de Santa Catarina, segunda maior bacia leiteira do pais,
foi realizado um levantamento epidemiolégico prospectivo transversal
em 98 rebanhos (Figura 3) com amostragem individual por animal,
totalizando 1077 vacas lactantes amostras. Amostras de leite de glandula
gamaria foram avaliadas quanto ao perfil microbiolégico e de soro para
analise da presenca de anticorpos anti-brucelas lisas.

O perfil etiolégico de microrganismos encontrados em glandula
mamaria de rebanhos leiteiros no Oeste Catarinense, (Figura 16 C)
concordou com o observado em estudo anterior que analisou 15
propriedade durante 2 anos (2010 — 2011) na mesma regido, mantendo a
ordem de importancia dos principais patdgenos (PORTES et al., 2014b).
Considerados patogenos secundarios da mastite Staphylococcus
coagulase negativos e Corynebacterium spp. sempre foram questionados
guanto ao seu real potencial infeccioso na glandula maméria (BRADLEY,
2002; PHILPOT; NICKERSON, 2002), porém atualmente estes agentes
sdo vistos como patdgenos contagiosos emergentes sendo que 0s
resultados do presente estudo corroboram esta informagdo, pois estes
foram os patégenos de maior prevaléncia (Figura 16 D). Em estudo
realizado por Dambrds et al. (2013), foram analisadas 4949 amostras,
pool de glandula mamaéria de 5 estados das regides sul e sudoeste do Brasil
e a prevaléncia observada para Corynebacterium spp. foi de 13,45% e
entre os estados a prevaléncia de variou de 9,6% a 21,1%, concordando
com os dados obtidos no presente estudo.
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Os Staphylococcus coagulase negativos (SCN) dentre os isolados
foram o que apresentaram a maior prevaléncia (20,8%, Figura 16 D).
Apesar de ndo ser um patégeno que cause grandes danos a producéo
leiteira, 0 dado é considerado relevante, visto que recentemente foi
reportado a presenca do gene mecA de maultipla resisténcia a
antimicrobianos, em cepas de SCN isolados de amostras de leite bovino
no Brasil, incluindo amostras catarinenses (SANTOS, F. F. D. et al.,
2016). Na ultima década, a emergéncia de resisténcia a meticilina (mecA)
em amostras isoladas de leite bovino foi reportada em diferentes paises e
continentes (HOLMES; ZADOKS, 2011). Andlises genéticas de
estafilococos tém indicado que hé transferéncia de microrganismos entre
animais e humanos, consequentemente tém ocorrido a transferéncia
horizontal de genes de resisténcia (BECKER et al., 2014). Foi demostrado
gue a emergéncia de S. aureus carreando gene mecA em bovinos de leite
pode ser relacionados ao contato com espécies afins, como SCN
(HOLMES; ZADOKS, 2011), portanto no sistema produtivo de leite
bovino o SCN pode ser um reservatério do gene mecA para S. aureus.
Além disso, devido a possibilidade de aquisi¢do de resisténcia a maltiplos
antibidticos, Staphylococcus spp. resistente a meticilina pode ser um
problema para o futuro, tanto no tratamento de infecgdes em humanos e
guanto no tratamento da mastite bovina. Neste contesto, a situagéo atual
do Oeste Catarinense requer atencdo, pois as bactérias do género
Staphylococcus representam aproximadamente 50% dos isolados de
glandula mamaria bovina na regido.

No presente estudo, S. aureus foi 0 patdgeno contagioso de maior
prevaléncia, isolado em 17,9% dos animais amostrados (Figura 16 D).
Estes resultados estdo em concordancia com o observado no Parana onde
prevaléncia encontrada foi de 18,7% (SANTOS, L. L.; PEDROSO;
GUIRRO, 2010). Outro importante agente contagioso, o S. agalactiae
apresentou baixa prevaléncia, com 4,1% de vacas infectadas (Figura 16
D), entretanto, ao observarmos o isolamento microbiolégico de tanque
resfriador (n = 102) a prevaléncia obtida foi de 39,2% (Tabela 7),
indicando que possivelmente ha um baixo nlimero de animais positivos
por rebanho, o que facilitaria a implantacdo de um programa de
erradicacdo deste patdgeno. Em programas de controle de mastite e
qualidade do leite é fundamental que vacas que apresentem glandula
mamaria infectada por S. aureus ou S. agalactiae sejam identificadas,
mesmo que ndo haja inflamag&o evidente, para que medidas de controle
sejam estabelecidas, uma vez que, dadas as caracteristicas da
disseminacdo e infeccdo, esses dois agentes constituem importante fonte
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de infeccdo para os rebanhos (BRADLEY, 2002; HARMON, 1994;
PHILPOT; NICKERSON, 2002). Ressaltando a importdncia e a
necessidade de um teste para monitoramento de rebanho, eficiente e
viavel para o cotidiano da cadeia produtiva do leite.

Ao compararmos os resultados da analise de amostras de tanque
de expansdo (informagdes de rebanho, Tabela 7) com os resultados do
isolamento microbiolégico de animal individual (Figura 16), observamos
uma alta ocorréncia de E. coli e deteccdo de L. monocytogenes nas
amostras de rebanho. Estes resultados indicam uma grave falha no manejo
de ordenha e higienizagdo de equipamento, evidenciando a importancia
de uma metodologia capaz de detectar patdgenos zoondticos em tanque
resfriador e confirmam a baixa eficacia do isolamento microbiol6gico
individual por animal para assegurar a inocuidade do leite.

Em resumo, pode-se constatar que as etiologias de glandula
mamaria bovina no Oeste de Santa Catarina sdo predominantemente
patégenos contagiosos. Assim como ja constatado no Brasil (LANGONI
et al., 2011) e em outros paises com industria lactea emergente, como o
Uruguai (GIANNEECHINI, R. et al., 2014) e a China (Bl et al., 2016).

Listada como doencas de notificacdo obrigatdria pela Organizacdo
Mundial de Salde Animal, a brucelose é uma enfermidade
infectocontagiosa, de carater zoondtico e de ampla distribuicdo mundial
causada por bactérias do género Brucella. (PAULA et al., 2015; QUINN
et al., 2005). A infeccdo humana é adquirida principalmente através do
contato com animais infectados ou através do consumo de leite e seus
derivados contaminados (NICOLETTI, 1989). A contaminag&o direta por
contato cutaneo-mucoso é a forma de infeccdo mais frequente (75% dos
casos) enquanto que a contaminagao digestiva (25% dos casos) € devida
essencialmente no consumo de leite cru e derivados contaminados e
raramente pelo consumo de carne contaminada (FRENEY et al., 2000).
Embora subdiagnosticada e subestimada em nosso meio, é uma das mais
importantes zoonoses bacterianas, com mais de meio milhdo de novos
casos em humanos reconhecidos anualmente, principalmente em paises
em desenvolvimento (CHRISTOPHER; UMAPATHY; RAVIKUMAR,
2010; DIVE, 2012).

Segundo os dados mais recentes do Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), um levantamento epidemioldgico
realizado entre os anos de 2001 e 2004 demonstrou que a prevaléncia de
brucelose em 82% do efetivo bovino no Brasil variou entre 0,06 e 10,2%
(BRASIL, 2006). Em Santa Catarina a taxa de prevaléncia de brucelose
em bovinos foi a menor do pais, 0,06% (0,0-0,17%) e a prevaléncia de
focos foi de 0,32% (0,10 — 0,69%) (BRASIL, 2006; SIKUSAWA et al.,
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2009). No entanto, focos de brucelose humana continuam sendo
detectados em vérias cidades do Estado, sendo sua prevencéo e controle
dependente da erradicacdo ou controle da doenca no animal hospedeiro,
uma vez que ndo existe uma vacina para uso humano (DIVE, 2012).

No presente estudo, a prevaléncia para o Oeste Catarinense de
vacas lactantes com anticorpos anti-brucelas lisas foi de 0,46% (0,27 —
0,62%), 7,67 vezes maior que os dados oficiais de prevaléncia da
enfermidade para o rebanho bovino do estado, com ocorréncia de 4,1%
(2,48 — 5,94%) em propriedades (Figura 17). No mesmo intervalo de
tempo, 2015, segundo a Diretoria de Vigilancia Epidemioldgica de Santa
Catarina (DIVE-SC) a brucelose humana foi identificada em 130 pessoas
no estado, sendo a maioria dos casos (aproximadamente 90%) na regido
Oeste do Estado de Santa Catarina.

A Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE) considera que a
doenca esté controlada quando atingir uma incidéncia inferior a 0,2% do
rebanho (OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2014b). O
reconhecimento de area livre é um status sanitario objetivado pela
Secretaria de Estado da Agricultura e da Pesca de Santa Catarina, a fim
de habilitar o Estado para busca de mercados lacteos no exterior, além de
constituir em garantia sanitaria aos consumidores de leite e derivados
Catarinenses. Considerando a baixa prevaléncia ha uma dificuldade de
identificar os focos ainda existentes, neste contesto, um teste de
diagndstico baseado na PCR em leite cru pode ser usado tanto como um
método de avaliagdo da seguranca dos alimentos como uma alternativa
atraente para a avaliacdo da infeccdo por Brucella spp. em vacas
lactantes, especialmente se usado como uma ferramenta de rastreio e
vigilancia de rotina em tanques de resfriamento para fins de reducéo dos
focos de brucelose.

Em sintese, como base nos resultados obtidos na presente pesquisa,
ressalta-se o éxito na padronizacdo e validacdo, de acordo com
orientagOes internacionais, de uma metodologia analitica baseada na
MPCR para deteccdo simultdnea de S. aureus, S. agalactiae, L.
monocytogenes, B. abortus, E. coli e Salmonella spp. em amostras de leite
bovino. Metodologia esta protegida por pedido de patente, destacando-se
pela sensibilidade e especificidade superior aos métodos diagndsticos
disponiveis atualmente na cadeia lactea nacional, agilidade no
diagnostico, conveniéncia e praticidade na amostragem, além de ser
economicamente acessiveis, mostrando-se uma ferramenta importante
tanto para o agronegdcio quanto para sadde pubica e representando um
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avanco importante para biosseguranca da cadeia lactea, programas de
monitoramento de mastites e controle da qualidade do leite.

Este estudo também proporcionou a elaboracdo de uma visdo
epidemioldgica sobre patdgenos infecciosos circulantes na cadeia lactea
do Oeste de Santa Catarina, trazendo subsidios a programas de vigilancia
epidemiologia e de salde publica no que tange a zoonoses transmitidas
via leite e derivados, conhecimentos estratégicos em nivel de rebanho
para controle de mastite e sanidade bovina com possiveis reflexos a
produtividade e a qualidade da matéria prima produzida e informacdes
para indudstria de lacticinios que podem auxiliar na implementacdo de
medidas focadas na qualidade do leite e seguranca dos alimentos.
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7 CONCLUSOES

A técnica molecular inovadora desenvolvida e padronizada para
diagnoéstico em amostras de leite bovino, detecta com éxito
simultaneamente seis patdgenos infecciosos com potencial zoondticos.

O limite de deteccdo analitica da mPCR em leite apresenta-se
superior aos métodos diagndsticos disponiveis na rotina da cadeia lactea,
com obtencdo dos resultados em menor tempo.

A tecnologia molecular validada baseada na mPCR mostra-se uma
ferramenta eficiente e de baixo custo para o diagndstico de patdgenos
infecciosos com potencial zoon6ticos em amostras de leite bovino obtidas
de tanque resfriador.

Os principais avancos epidemioldgicos para cadeia lactea
alcangados com a realizacéo deste estudo séo:

— A elevada ocorréncia de S. aureus e S. agalactiae em tanques
resfriadores, sugere que estes patdgenos podem ser o principal obstaculo
para obtencdo dos limites legais de CCS em muitas propriedades
Catarinenses.

— A identificacdo de Listeria monocytogenes em unidades de
producdo, alerta sobre o risco para salde publica de uma enfermidade
negligenciada.

— Pat6genos contagiosos sdo o principal desafio para sanidade de
glandula mamaria bovina no Oeste Catarinense.

— Staphylococcus aureus evidencia-se como principal agente
infeccioso com potencial zoondtico em circulacdo no Oeste de Santa
Catarina.

— Brucelas lisas sdo um desafio para a bovinocultura leiteira do
Oeste de Santa Catarina.

Em conjunto, os resultados revelam novos elementos para o
entendimento da epidemiologia dos microrganismos patogénicos da
glandula maméria bovina e contribuem de forma efetiva para a
implementacdo de estratégias racionais de vigilancia e controle de
patégenos zoondticos como possibilidade de veiculacdo pelo leite.
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido

e

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO EPagri

Titulo da Pesquisa: “Desenvolvimento de uma metodologia molecular para
detecciio e triagem de patogenos zoonoéticos transmitidos pelo leite bovino”

Pesquisador Responsavel: Vagner Miranda Portes RG: 4165979

Instituicdo: Epagri/lUFSC

Endereco para contato: Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC, Rua Jodo Pio
Duarte Silva, Setor F, Bloco A, C.P. 476, Trindade, CEP: 88040-970, Floriandpolis-
SC.

Fone: (48) 3721-2958 E-mail: vagnerportes@epagri.sc.gov.br

Pesquisador Principal: Méario Steindel

1. Natureza da pesquisa: O Sr. (Sra.) estd sendo convidado (a) a autorizar a
participacdo de seu(s) animal(is) nesta pesquisa que tem como finalidade o
levantamento de agentes zoonéticos circulantes no rebanho leiteiro do Oeste de
Santa Catarina.

2. ldentificacéo do (s) animal (is): Vacas em lactacéo.

3. Envolvimento na pesquisa: Ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitira ao
pesquisador a coleta de amostra de leite e de sangue de uma porcentagem dos
animais de sua propriedade assim como uma amostragem de leite do tanque
resfriador da propriedade. Para coleta serdo utilizados materiais descartaveis
seguindo os procedimentos de assepsia preconizados e recomendados pelo
Manual Veterinario de Colheita e Envio de Amostras da Organizacdo Pan-
americana da Salde (PITUCO et al., 2010) e pelo National Mastitis Council
(2004). O Sr. (Sra.) tem a liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar
a continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo
para 0s seus animais e a si proprio. Antes da assinatura deste termo o proprietario
foi esclarecido da metodologia a ser utilizada na coleta das amostras: coleta de
leite (ordenha manual) e coleta de sangue (pungdo da veia coccigea). Sempre que
quiser poderd pedir mais informages sobre a pesquisa, antes ou durante o curso
da pesquisa, diretamente ao pesquisador pelo telefone ou e-mail acima, também
podera solicitar informagdes ao Conselho de Etica em Pesquisa (CEP) da UFSC.

CEP-UFSC, contato: Universidade Federal de Santa Catarina,
Prédio Reitoria Il, Rua Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401, Bairro
Trindade, CEP 88.040-400, Florianopolis-SC, Fone: (48) 3721-6094, E-
mail: cep.propesq@contato.ufsc.br.



140

Sobre os dados necessarios: Sera preenchido um questionario mediante
observagdo dos rebanhos e questionamento ao Sr. (Sra.) e/ou funcionérios, para
obter informagbes sobre a caracterizagdo do rebanho, infraestrutura da
propriedade, cuidados higiénicos durante a ordenha, controle e prevengdo de
mastites, manejo sanitario e reprodutivo, além do consumo de leite e derivados
na propriedade.

Riscos e desconforto: Embora a participacdo nesta pesquisa ndo traga
complicagdes legais, ha riscos inerentes ao desenvolvimento do estudo: risco de
contaminacédo por patégenos de carater zoondticos possivelmente presente nos
animais durante a coleta das amostras e risco de acidentes no manejo dos animais
durante a coleta de amostras. Ressaltamos que todos os cuidados possiveis
inerentes aos procedimentos serdo adotados de forma a reduzir ao maximo os
riscos e desconfortos.

Acompanhamento: Em caso de alguma eventual ocorréncia decorrente da
pesquisa, o pesquisador Vagner Miranda Portes se compromete em prestar
assisténcia imediata e integral mediante o resultado das andlises realizadas, ao
participante da pesquisa, orientando pessoalmente ou acionando pessoal
competente.

Beneficios: Esperamos que este estudo traga informagBes importantes sobre
sanidade animal e saide publica, de forma que o conhecimento que serd
construido a partir desta pesquisa possa auxiliar com controle de enfermidades
dos animais e gerar informagfes relevantes para programas de vigilancia
epidemioldgica e de saide publica. O pesquisador se compromete a divulgar 0s
resultados obtidos através de artigos cientificos e boletins da EPAGRI,
preservando a confidencialidade dos participantes, sem revelar seu nome,
instituicdo ou qualquer informagcao relacionada a sua privacidade.

Confidencialidade: Todas as informacdes coletadas neste estudo s&o
estritamente confidenciais. Somente os pesquisadores terdo conhecimento dos
dados e tomardo todas as providéncias necessarias para manter o sigilo.
Entretanto, existe a remota possibilidade da quebra do sigilo, mesmo que
involuntério e ndo intencional.

Pagamento: O Sr. (Sra.) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta
pesquisa as quais estdo sendo custeadas pelo referido projeto de pesquisa o qual
é financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa de Santa Catarina - FAPESC,
bem como, nada serd pago por sua participagdo. O produtor recebera o laudo
contendo os resultados das analises de amostras da sua propriedade e em caso de
algum diagnostico positivo o pesquisador se compromete em fornecer as
orientacdes necessarias e legais para o controle sanitario devido. Em caso de
eventuais danos decorrentes dos procedimentos da pesquisa é um direito do
participante a solicitagdo de indeniza¢do dos mesmos.

Declaramos para os devidos fins, que os procedimentos adotados nesta

pesquisa obedecem a Resolucdo 879, de 15 de fevereiro de 2008 e a Lei Federal
11794, de 08 de outubro de 2008, bem como esta em conformidade com o que prevé
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os termos da Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, respeitando
incondicionalmente os itens IV.3 e 1.4 da mesma e Resolugdo 22/2015 do Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal.

Apobs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para
participar desta pesquisa.

Consentimento P6s—Informagao:

Eu, )

RG: , fui informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque
precisa da minha colaboracdo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em
participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando
quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e
pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

Data: / /

Assinatura do participante

Vagner Miranda Portes Mario
Steindel
Pesquisador Responséavel Pesquisador Principal
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APENDICE B - Organograma do isolamento e identificacéo
microbiolégica em leite bovino proveniente de tanque de expanséo

Isolamento e selegdo | Amostras: Leite |
ldemﬁc;?onopmtoedoeplzz;mnbos
S alga (10uL).
e B seme
[ sangue Esculina | | Edwards Modificado | | MacConkey | | Vogel-Johnson | —Cdsiol.ls!m

Contagem Padrdo em
e
Agar Listeria
| Incubar 37°C por 24 - 48 horas P Oxford




143

APENDICE C - Organograma do isolamento e identificacao
microbiolégica de Salmonella spp. em leite bovino proveniente de
tanque de expanséo
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APENDICE D - Organograma do isolamento e identificacao
microbioldgica em leite bovino

Isolamento e selegdo [ Am°5‘f:52 Leite I
Identificagéo no protocolo e placas
D om P i eh 1eizar
| |

I Semear com alga (10pL) em Agar Sangue (Sg) I el Agar Listeria I

\

, Incubar 37°C por 18-24 horas, reavaliar com 48 horas |
Observagdo macroscépica das colénias, contagem,
/ ho, cor e verificagéo de hemlise (com Lupa) Colopias em:Agor

e X I Listeria

[ Repique Agar Sabouroud ] l Repique Agar BHI I
| Listeria
Leveduras
| Incubar 37°C por 24 horas I oo

Fungos

Prothoteca sp.

Morfologia e
bioquimica

Filamentos
Ramificagbes

Pasteurella

Corynebacterium
SPP.

Arcancbacterium
nJo cresce em BHI

Se for Coryne. S5 vai
ter crescimento em

Arcanobacterium

Ureia

gnrt:rato pyogenes 480s € 56 consigerar
se apresentar mass de
10 coldnias no Agar

TSI

Staphylococcus
aureus

MacConkey

Ver Tabela 2

Legenda:

. Resultado

Streptococcus
agalactiae
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ANEXO A - Protocolo LMW - padrdo molecular de baixo peso

Laboratério de

% PROTOZOOLOGIA

UFSC
Padréo de baixo peso molecular (LMW)

Material necessario:

- 100ug de DNA do pUC

- Tampéo 10X da enzima Haelll: 100 pl
- 50 unidades da enzima Haelll

- Agua Milli-Q (g.s.p. 1000pl)

Procedimento:

- Incubar durante 4 horas a 37°C ou overnight

- Checar 5pl em gel de agarose 1%

* Se ocorrer a digestdo completa —p adicionar 300l de tampdo de
amostra ficoll 6X

Para as corridas aplicar 5pl de padréo no gel.

Bandas
587
458
434
298
267
257
174
102
80
18
11bp

Revisado em fevereiro 2014
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ANEXO B - Organograma das fases do desenvolvimento e
validagdo de um novo teste diagndsticas - OIE (2014)

| Preliminary considerations I

Assay ’ Reagents and controls
Definition of the Study design
Development intended purpose of the and Y

Pathway protocol Optimisation,
Calibration to Standards

Repeatability and
STAGE 1 ibil
preliminary Reproducibility

1!

|

3 ~—r Candidate test red with
Analytical sensitivity Py

%

standard test method
STAGE 2 ¢ Samples from reference animals or

expenmental animals (where used)
Assay

. Diagnostic
Validation Cut-off determination characterisics | _ Provisional recognition
Pathway
Select collaborating labs
STAGE 3 Assay designated as “validated
Define evaluation panel —> for the original intended
[rommissy |, Sty | |
e STAGE4  ¢—{ Reference standards selected |
[ Deploymenttootheriabs > Implementation  ¢—] ghiton (OIE) |

Validation depleted reagents Monitoring and accuracy

and

—— e i
Retention Pe-¥ahdokon e ———

d [ i i i E &
Comparability assessments = Proficiency testing

Figure 1. The assay development and validation pathways with assay validation criteria
highlighted in bold typescript within shadowed boxes.



