Padronizacao da técnica da reacao em cadeia da polimerase (PCR)
para deteccao de micro-organismos patogénicos em amostras de
leite bovino In natura oriundas de produtores do Vale do Taquari,

RS.

Débora Mara Kich!, Camila Agostini * Adriane Pozzobon!,lvan Cunha Bustamante-Filho? -Claudia Majolo3, Claucia

Fernanda Volken de Souza*, Vanderlei Biolchi °

1 Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, 2 Centro de Gestao organizacional, 3 Unianalises, 4 Centro de Ciéncia
e Tecnologia, Univates, 5 Departamento de Fisiologia, ICBS, UFRGS

Introducao:

A regiao do Vale do Taquari, RS &€ um importante
polo de producao leiteira no Rio Grande do Sul. Boa
parte do leite e derivados consumidos na regiao é
proveniente do mercado Iinformal, de pequenos
produtores da regiao. O leite e seus derivados sao
frequentemente contaminados por uma Ssérie de
patdogenos, entre estes, 0s Staphylococcus aureus e
a Listerla monocytogenes. O S.aureus € uma
bactéeria presente na maior parte dos ambientes
ocupados pelo homem, podendo contaminar,
Inclusive, sua pele, o que facilita a transmissao
desta bacteria pelas maos. A L. monocytogenes €
um Iimportante patdgeno de origem alimentar
causando a Listeriose.

Objetivo:

Utilizar a técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) na deteccao da Dbactéria L.
monocytogenes e S. aureus em amostras de leite
bovino In natura provenientes de produtores da
regiao do Vale do Taquatri.

Materiais e Metodos:

Para controle positivo foram feitas contaminacoes
artificiais de leite com diferentes concentracoes de
S. aureus e L. monocytogenes (101, 104, 103, 104,
10°, 10°e 10’ UFC/mL) e processadas junto com
as amostras de oito produtores locais. As amostras
estao sendo submetidas a diferentes protocolos de
Isolamento do DNA Dbacteriano para posterior
deteccao pela técnica de PCR. Até o presente
momento foram testados 6 protocolos de
iIsolamento de DNA: 1- fenol-cloroformio-isoamilico
2- Isotiocianato de Guanidina 3- Kit comercial
PrepMan (Applied Biosystems ®), 4- fenol e
proteinase k, 5-protocolo de Ahmadi (2010) com
modificacoes e 6- kit Chemagic (Chemagem®).
Para a PCR utlizou-se a Supermix Invitrogen® e 0s
primers especificos.

Resultados:

Dos protocolos testados até o presente momento
fol obtida a identificacao do produto de 702 pb
(pares de Dbases) correspondente a L.
monocytogenes na concentracao de 103,104,10°
e 10° UFC/mL utilizando o protocolos 4, 102 e 104
UFC/ml com o protocolo 3 e 10° 107 UFC/ml com
O protocolo 6. E o produto de 132 pb
correspondente ao S. aureus na concentracao de
104, 10°, 10° e 107 UFC/mL utilizando o protocolo
6 e 10° e 107 UFC/mL com o protocolo 5.
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Figura A. Gel de agarose 2% para a deteccao S. aureus utlizando o protocolo
4. B. Gel de agarose 2% para deteccao de S. aureus utilizando o protocolo 5.
C. Gel de agarose 2% para deteccao de S. aureus utilizando o protocolo 6. D
Gel de agarose 2% para deteccdo de L. monocytogenes utilizando os
protocolos 3,4,5 e 6. M= marcador de peso molecular 100pb. A a H amostras
de produtores locais

Conclusao: Até o momento a presenca de L. monocytogenes nio foi detectada

em nenhuma das amostras de leite dos 8 produtores locais submetidas aos seis

protocolos testados nem em testes microbioldgicos e bioguimicos. A presenca de S. i,
aureus fol detectada com protocolo 6 nas amostras B, C, D, F, G e H e também com « )
analises microbiologicas e biogquimicas. Percebe-se que deverao ser testados }
protocolos diferentes para a deteccao de S. aureus e L. monocytogenes.
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