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RESUMO.- Este estudo teve como objetivo avaliar o limiar 
de detecção da técnica de PCR multiplex fluorescente alia-
da a eletroforese capilar na detecção de agentes infecciosos 
em amostras de sêmen experimentalmente contaminadas 
com concentrações decrescentes das bactérias Brucella 
abortus, Leptospira interrogans sorovar pomona, Campylo-
bacter fetus e Haemophilus somnus. Amostras de sêmen 
bovino foram experimentalmente contaminadas com con-
centrações decrescentes de bactérias obtidas através de 
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diluições seriadas na base 10 de modo a obter-se amostras 
contendo desde 1 vez até 10-7 bactérias/mL a partir da con-
centração inicial de Leptospira pomona, Brucella abortus, 
Campylobacter fetus e Haemophilus somnus. As diluições 
foram efetuadas individualmente para cada bactéria, bem 
como nas diferentes concentrações necessárias para a pa-
dronização do teste de multiplex PCR. As extrações de DNA 
de todas as soluções contendo espermatozóides e bactérias 
analisadas no presente estudo foram realizadas segundo 
protocolo descrito por Heinemann et al. (2000). Os produ-
tos de PCR multiplex foram avaliados por eletroforese em 
gel de poliacrilamida 8% e separação eletroforética por 
sistema capilar em equipamento automático de análise de 
fragmentos de DNA MegaBace. Observou-se a amplificação 
de fragmentos de 193pb, 330pb, 400pb e 415pb a partir do 
DNA de B. abortus, L. pomona, H. somnus, C. fetus, respecti-
vamente. Na análise por eletroforese capilar de produtos 
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da PCR multiplex do DNA para detecção simultânea dos 
quatro patógenos observou-se a sinal de positividade até a 
diluição de 10-3 bactérias/mL vezes da concentração inicial 
da solução estoque de cada bactéria. A técnica de PCR mul-
tiplex aliada à eletroforese capilar foi usada pela primeira 
vez para o diagnóstico direto de quatro bactérias patogê-
nicas no sêmen, demonstrando ser um método rápido na 
detecção de bactérias causadoras de doenças reprodutivas.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Bovino, sêmen, bactérias, diagnóstico, 
PCR fluorescente, eletroforese capilar.

INTRODUÇÃO
Considerando-se que um touro pode produzir até 500 do-
ses de sêmen por ejaculado e que o uso de crioprotetores 
no processo de congelação possibilita a sobrevivência da 
maioria dos agentes infecciosos, torna-se possível a infec-
ção de rebanhos pela utilização da inseminação artificial 
(Amin 2003, Rodrigues et al. 2003). 

Atualmente, os métodos de diagnóstico utilizados para 
identificar os animais portadores de agentes infecciosos in-
cluem: isolamento em meios de cultivo seletivos ou em cul-
tivos celulares, inoculação em animais, soroneutralização, 
teste de fixação de complemento, ELISA, imunofluorescên-
cia indireta, hemaglutinação e imunodifusão (Ciceroni et al. 
2002, Manterola et al. 2003). 

Entretanto, a maioria destas técnicas apresenta limi-
tações de ordem prática resultantes de execução, lentidão 
dos procedimentos laboratoriais para detecção e caracteri-
zação do agente infeccioso ou da infra-estrutura necessá-
ria para a sua realização. Além disso, limitações relativas 
à sensibilidade e especificidade tornam-se complicadores 
para a realização de diagnósticos práticos, precisos e de 
baixo custo (Amim 2003, Leyla et al. 2003, Manterola et al. 
2003).

Por estes motivos nos últimos anos tem-se intensifica-
do a busca por técnicas que possibilitem o diagnóstico das 
doenças infecciosas com maior rapidez, precisão, confiança 
e grau de sensibilidade e especificidade similares ou supe-
riores aos de procedimentos convencionais (Bricker 2002).

Com o aumento do número de agentes microbianos de-
tectáveis por PCR, essa ferramenta está se tornando con-
veniente para práticas de diagnóstico com propósito de 
detectar simultaneamente múltiplos agentes infecciosos 
que causem síndromes clínicas similares ou idênticas e/ou 
compartilhem características epidemiológicas semelhan-
tes (Markoulatos et al. 2002). 

Graças à grande versatilidade, a PCR proporcionou gran-
de avanço nas técnicas de diagnóstico molecular. Variações 
da PCR foram desenvolvidas para atender a necessidades 
específicas. Algumas das mais amplamente utilizadas são: 
RT-PCR (Reverse Transcription-PCR), Nested PCR, Multiplex 
PCR, entre outras (Lunge et al. 2003).

Richtzenhain et al. (2002) utilizaram a PCR multiplex 
para detecção de Leptospira spp. e Brucella spp. simultane-
amente em amostras de fetos bovinos abortados. Wang et 
al. (2002) desenvolveram um sistema PCR multiplex para 
detecção simultânea de genes das cinco principais espécies 
de Campylobacter de importância clinica, selecionando os 

genes: hipO e 23SrRNA de C. jejuni, o gene glyA de C. coli, 
C. lari e C. upsaliensis e o gene sapB2 de C. fetus subespécie 
fetus, isolados de amostras clínicas de humanos e aves do-
mésticas. 

Kim et al. (2001) usaram multiplex nested PCR para dife-
renciação de Circovirus porcino PCV-1 e PCV-2 em amostra 
de sêmen de caprino, demonstrando maior sensibilidade e 
rapidez do teste na diferenciação destes vírus. Estes mes-
mos pesquisadores em 2003 descreveram um multiplex 
seminested PCR para detecção e diferenciação dos mesmos 
vírus em sêmen de caprino concluindo ser esta técnica boa 
alternativa na diferenciação e detecção destes patógenos 
no sêmen da espécie. 

Bor et al. (2003) utilizaram com sucesso PCR multiplex 
combinado com eletroforese capilar na identificação de 
microdeleções no cromossomo Y. Checa et al. (2002) utili-
zaram a eletroforese capilar para análise de variabilidade 
natural de frequência dos cromossomos X e Y em amostras 
de sêmen bovino, demonstrando a rapidez e sensibilidade 
da técnica. 

Este estudo teve como objetivo avaliar o limiar de de-
tecção da técnica de PCR multiplex fluorescente aliada à 
eletroforese capilar na detecção de agentes infecciosos em 
amostras de sêmen experimentalmente contaminadas com 
concentrações decrescentes das bactérias Brucella abortus, 
Leptospira interrogans sorovar pomona, Campylobacter fe-
tus e Haemophilus somnus.

MATERIAL E MÉTODOS
O experimento foi desenvolvido no Laboratório de Bioquími-
ca e Biologia Molecular Animal da Faculdade de Odontologia da 
UNESP, Campus-Araçatuba-SP. Para minimizar o potencial risco 
de contaminação de utensílios e equipamentos do laboratório 
com DNA foram tomadas precauções para manter os ambientes 
destinados à execução de cada etapa do procedimento de PCR (ex-
tração de DNA, manipulação de reagentes de PCR e eletroforese) 
fisicamente separados.

Amostras de sêmen bovino livre de patógenos, oriundas de 
diversos touros mantidos em regime de coleta semanal e sob 
rigoroso controle sanitário tiveram a concentração de esperma-
tozóides determinada em câmara hematimétrica de Neubauer. O 
critério adotado para utilização do sêmen foi o fato de os animais 
doadores não apresentarem resultados positivos para os agentes 
em questão nas provas de rotina realizadas pela central de inse-
minação artificial (sorologia ou cultivo) para Leptospira, Brucella 
e Campylobacter. As centrais de inseminação artificial no Brasil 
não realizam rotineiramente testes para monitorar a presença de 
Haemophilus.

As cepas de Leptospira interrogans sorovar pomona e Brucella 
abortus foram gentilmente cedidas pelo Laboratório IRFA-Quími-
ca e Biotecnologia Industrial Ltda, Porto Alegre, RS, Brasil. As sus-
pensões bacterianas foram inativadas pelo calor a 100°C durante 
15 minutos. A concentração de bactérias foi determinada no labo-
ratório de origem pela contagem de células bacterianas em campo 
escuro e pela escala de MC Farland, respectivamente. 

As cepas padrão das bactérias Haemophilus somnus 
(nº700025) e Campylobacter fetus subespécies fetus (nº27374) 
foram adquiridas junto a American Type Culture Collection (ATCC), 
EUA. Campylobacter fetus foi cultivada no Laboratório de Sanida-
de Animal e Saúde Publica da UNESP Campus Botucatu (SP), em-
pregando metodologia recomendada pela ATCC. Não foi possível 



Pesq. Vet. Bras. 32(3):211-216, março 2012

213PCR Multiplex fluorescente para detecção de bactérias em sêmen bovino

a realização do cultivo da bactéria Haemophilus somnus, portanto 
foi efetuada diluição do estoque de bactérias em solução salina 
fisiológica, sendo a concentração de bactérias determinada atra-
vés da escala de Mc Farland. Essa solução foi empregada para a 
contaminação experimental de amostras de sêmen.

A fim de determinar a menor concentração de DNA bacteriano 
capaz de ser detectado através da técnica de PCR multiplex fluo-
rescente em amostras de sêmen contaminado com as diferentes 
bactérias, após descongelação o sêmen foi diluído em solução sali-
na 0,9% para atingir a concentração de 30x106 espermatozóides/
mL em 500mL de solução, a qual denominou-se “dose inseminan-
te”. Estas foram experimentalmente contaminadas com concen-
trações decrescentes de bactérias obtidas através de diluições se-
riadas na base 10 de modo a obter-se amostras contendo desde 1 
vez até 10-7 bactérias/mL a partir da concentração inicial de Lep-
tospira interrogans sorovar pomona (108bactérias/mL), Brucella 
abortus (2,8x108 bactérias/mL), Campylobacter fetus (1,5x105 

bactérias/mL) e Haemophilus somnus (1,5x105 bactérias/mL). As 
diluições foram efetuadas individualmente para cada bactéria, 
bem como nas diferentes concentrações necessárias para a pa-
dronização do teste de multiplex PCR.

As extrações de DNA de todas as soluções contendo esperma-
tozóides e bactérias analisadas no presente estudo foram reali-
zadas segundo protocolo descrito por Heinemann et al. (2000).

Foram utilizados oligonucleotídeos iniciadores previamente 
descritos na literatura, que amplificam região do gene 16S rRNA 
de Leptospira sp. (Mérien et al. 1992), Brucella sp. (Leal-klevezas 
et al. 1995) e Haemophilus somnus (Angen et al. 1998). 

Os oligonucleotídeos iniciadores para Campylobacter sp, fo-
ram desenhados com auxílio do Programa Primer Premier-5, 
a partir das sequências para os gene 16S rRNA depositadas no 
Genebank e posteriormente a identidade dos produtos foi compa-
rada no software BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 
(Stephen et al. 1997).

Um dos oligonucleotídeos pertencentes ao par específico para 
cada patógeno foi marcado com substância fluorescente FAM ou 
HEX (Invitrogen-Life Technologies®).

As seqüências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados 
para os ensaios multiplex PCR, bem como os respectivos tama-
nhos dos fragmentos de DNA esperados após amplificação estão 
apresentados no Quadro 1.

Para atingir o sistema de multiplex PCR com os quatro patóge-
nos, iniciou-se a padronização do teste com a detecção simultânea 
de Leptospira e Brucella, acrescentando-se em etapas subsequen-
tes Haemophilus e Campylobacter, respectivamente. 

As amostras de DNA obtidas foram submetidas à amplifica-
ção exponencial com os oligonucleotídeos iniciadores específicos 
acima descritos. As reações de amplificação foram realizadas em 
termociclador de temperatura programável (PTC-100TM Program-
mable Thermal Controler, MJ-Research®) e as condições da PCR 
estão apresentadas no Quadro 2.

Todos os ensaios de PCR com amostras contendo mais de um 
patógeno foram realizados em microtubos de 200mL, em volume 
final de 50mL contendo: 200mM Tris-HCl pH 8,4 (Invitrogen-Life 
Technologies®), 2,5mM cloreto de magnésio (Invitrogen-Life Te-
chnologies®), 1,25mM de cada desoxinucleotídeo trifosfatado-dN-
TP (Invitrogen-Life Technologies®), 10pmol de cada oligonucle-
otídeo iniciador para Leptospira, Campylobacter e Haemophilus, 
1pmol de cada oligonucleotídeo iniciador para Brucella nas dife-
rentes combinações, 1 Unidade de Taq Platinum DNA Polimerase 
(Invitrogen-Life Technologies®) e água ultra pura (Invitrogen-Life 
Technologies®) q.s.p para 50mL além de 3mL de amostra de DNA. 
Além disso, em cada ensaio foram incluídos controles negativos 
contendo todos os reagentes exceto DNA para monitoramento de 

possíveis contaminações, bem como controles positivos com DNA 
purificado de cultura bacteriana específica.

Os produtos de PCR multiplex foram avaliados por eletroforese 
em gel de poliacrilamida 8% (Invitrogen-Life Technologies®) co-
rado com nitrato de prata (Merck®, Alemanha). A eletroforese foi 
conduzida à temperatura ambiente em cuba vertical (Model V16-2 
Life Technologies®) com tampão TBE (0,09M Tris-borato e 0,002M 
EDTA) (Invitrogen-Life Technologies® CA, EUA). As amostras foram 
submetidas a eletroforese por três horas a 100 V com o auxílio de 
uma fonte de alta voltagem (Power PAC 1000 BIO-RAD®). Após o 
aparecimento das bandas, o gel foi colocado novamente em solu-
ção fixadora, onde permaneceu até ser analisado sobre luz bran-
ca e fotografado com aparelho de fotodocumentação (Kodak®-
Electrophoresis Documentation and Analysis System-120).

Os produtos da amplificação pela PCR multiplex foram tam-
bém submetidos à separação eletroforética por sistema capilar 
em equipamento automático de análise de fragmentos de DNA 
MegaBace (GE Healthcare®). A desnaturação das amostras foi 
feita misturando-se 2mL de solução de PCR a 8 mL de Tween20 
e 0,25mL de marcador de peso molecular marcado com a subs-
tância fluorescente ROX (ROX-400 GE Healthcare®). Em seguida 
realizou-se etapa de desnaturação a 95°C por 3 minutos em ter-
mocliclador de temperatura programável (PTC-100TM Program-
mable Thermal Controler MJ-Research®), sendo as amostras em 
seguida resfriadas em gelo e levadas ao equipamento automático 
de análise de fragmentos de DNA onde ocorreu eletroforese em 
sistema capilar. O tempo de corrida de cada amostra foi de aproxi-
madamente 30 minutos, em polímero LPA Long Read Matrix 10x 
Buffer (GE Healthcare®).

Para captura de dados da eletroforese do sistema MegaBa-
ce foi empregado o sofware Fragment Profiler. A análise dos re-
sultados foi efetuada pela observação dos picos referentes aos 
fragmentos marcados com fluorocromos que geram diferentes 
comprimentos de onda, traduzidos em picos eletroforéticos de 
cores distintas. Mediante os eletroferogramas, as amostras foram 
caracterizadas pelo tamanho do fragmento esperado. Os tama-
nhos dos fragmentos foram analisados com auxílio do programa 
Fragment Profiler.

Quadro 1. Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores 
específicos e os tamanhos dos fragmentos esperados de DNA 

amplificados por PCR multiplex (em pares de base - pb)

Espécie Tamanho 
(pb)

 Oligonucleotídeos Iniciadores

Brucella sp. 193 5’GCGCTCAGGCTGCCGACGCAA3’(FAM)
5’ACCAGCCATTGCGGTCGGTA3’

Leptospira sp. 330 5’GGCGGCGCGTCTTAAACATG3’ (HEX)
5’ TCCCCCCATTGAGCAAGATT 3’

Haemophilus somnus 400 5’GAAGGCGATTAGTTTAAGAG3’ (FAM)
5’TTCGGGCACCAAGTRTTCA’3

Campylobacter sp. 415 5’GTAGGCGGATTATCAAGTCT’3 (FAM)
5’ATCAAGCCCAGGTAAGGTTC3’

Quadro 2. Condições de amplificações de DNA empregadas 
nos ensaios de PCR multiplex fluorescente após padronização, 
para detecção simultânea de diferentes bactérias em amostras 

de sêmen bovino contaminadas experimentalmente

Etapas PCR multiplex fluorescente
L. Pomona + B. abortus + H. somnus + C. fetus

Desnaturação inicial 94ºC - 5 min
Número de ciclos 35
Desnaturação 94ºC - 30 seg
Anelamento 57ºC - 30 seg
Extensão 72ºC - 30 seg
Extensão final 72ºC - 5 min
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RESULTADOS
Após contaminação de amostras de sêmen bovino indivi-
dualmente com cada uma das quatro bactérias empregadas 
no presente estudo (resultados não mostrados), procedeu-
-se a PCR multiplex fluorescente utilizando-se oligonucle-
otídeos específicos foi possível observar a amplificação de 
fragmentos de 193pb, 330pb, 400pb e 415pb a partir do 
DNA de Brucella abortus, Leptospira interrogans sorovar 
pomona, Haemophilus somnus, Campylobacter fetus, respec-
tivamente (Fig.1). 

A Figura 1 apresenta o limiar de detecção simultânea 
por PCR multiplex fluorescente do DNA de amostras de sê-
men. Foi possível detectar simultaneamente numa única 
reação sinal de positividade das bactérias até a diluição de 
10-2 bactérias/mL a partir da concentração inicial da solu-
ção estoque de cada bactéria.

O Quadro 3 apresenta os resultados da análise por 
eletroforese capilar de produtos das PCR multiplex fluo-
rescente para detecção simultânea dos quatro patógenos, 
possibilitando a detecção até a diluição de 10-3 vezes da 
concentração inicial da solução estoque de cada bactéria.

DISCUSSÃO
O objetivo deste estudo foi desenvolver um PCR multiplex 
que possa superar em rapidez, sensibilidade e especifici-
dade o diagnóstico das doenças transmitidas via sêmen 
através da monta natural e/ou inseminação artificial em 
animais de produção.

Apesar do fato de que medidas preventivas simples, envol-
vendo o manejo zootécnico e controle sanitário em centrais 
de inseminação artificial, tenham o objetivo de garantir a pro-
dução de sêmen com elevados índices de qualidade sanitária 
(Thibier & Guerin 2000), o avanço tecnológico nos métodos 
diagnósticos em especial daqueles envolvendo rotinas de 
biologia molecular, apresentam um grande potencial para se 
tornarem testes de seleção e controle de touros doadores de 

sêmen quanto à presença de bactérias no sêmen (Santurde et 
al. 1996, Rocha et al. 1998, Travassos et al. 1999, Smits et al. 
2000, Ortega-Mora et al. 2003, Mukhufhi et al. 2003).

Além dos testes clássicos oficialmente reconhecidos 
pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 
(MAPA) e organismos internacionais competentes para de-
tecção de patógenos World Organization For Animal Health 
(OIE), na grande maioria baseados em ensaios imunológi-
cos, o desenvolvimento de metodologias que identifiquem 
diretamente a presença das bactérias em questão devem 
ser implantadas futuramente para o controle sanitário de 
centrais de inseminação artificial (OIE 2008).

Dentre as diversas bactérias listadas pela OIE que afe-
tam a bovinocultura (Thibier & Guerin 2000), algumas 
têm papel de relevante importância na situação brasileira 
como, por exemplo, a Brucella abortus (Poster et al. 2002) 
a Leptospira sp (Heinemann et al. 2000) e o Campylobac-
ter fetus (Vargas et al. 2003). Outra bactéria que apresenta 
significância econômica em outros países, mas que não foi 
ainda devidamente estudada no Brasil é Haemophilus som-
nus (Tegtmeier et al. 2000).

Os resultados da amplificação de DNA de amostras de 
sêmen contaminado experimentalmente com Brucella 
abortus, Leptospira interrogans sorovar pomona, Haemo-
philus somnus e Campylobacter fetus pela técnica de PCR 
(Fig.1), mostraram que os oligonucleotídeos iniciadores 
empregados em estudos anteriores (Leal-Klevezas et al. 
1995, Mérien et al. 1992, Angen et al. 1998), bem como 
aqueles gerados neste trabalho para Campylobacter re-
sultaram em amplificações específicas para o DNA destes 
agentes infecciosos não ocorrendo interferência do DNA 
não bacteriano ou das outras bactérias analisadas neste 
tipo de material biológico.

Vários autores relataram previamente o emprego da 
técnica de PCR para detecção destes patógenos em amos-

Fig.1.  Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitra-
to de prata. Produtos de amplificação por PCR multiplex fluo-
rescente em DNA de amostras de sêmen bovino contaminadas 
experimentalmente com Campilobacter fetus, Haemophilus 
somnus, Leptospira interrogans sorovar pomona e Brucella 
abortus. P100) Marcador de peso molecular em escada de 
100pb, CPC) Controle positivo de Campylobacter fetus, CPH) 
Controle positivo de Haemophilus somnus,  CPL) Controle po-
sitivo de Leptospira interrogans sorovar pomona, CPB) Con-
trole positivo de Brucella abortus, 1 a 10-7) Diluição seriada na 
base 10 das concentrações iniciais das soluções de referência 
de cada bactéria (item 4.2.3), SNC) Amostra de sêmen não 
contaminada, NO) Controle negativo (sem DNA). 

Quadro 3. Detecção por eletroforese capilar de Campylobacter 
fetus, Haemophilus somnus, Leptospira interrogans  

sorovar pomona e Brucella abortus por multiplex PCR 
fluorescente em DNA de amostras de sêmen contaminadas 

experimentalmente

 Amostra Eletroforese capilar
C. fetus H. somnus L. pomona B. abortus

CPC + - - -
CPH - + - -
CPL - - + -
CPB - - - +

1 + + + +
10-1 + + + +
10-2 + + + +
10-3 + + + +
10-4 + + - +
10-5 - + - +
10-6 - + + +
10-7 - + + -
SNC - - - -
NO - - - -

CPC = Controle positivo de Campylobacter fetus, CPH = Controle positivo 
de Haemophilus somnu, CPL = Conrole positivo de Leptospir ainterro-
gans sorovar Pomona, CPB = Controle positivo de Brucella abortus, SNC 
= Sêmen não contaminado, NO = Controle negativo (sem DNA), + Resul-
tado positivo, - Resultado negativo.
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tras biológicas de diversas origens: sangue e leite de ani-
mais infectados (Leal-Klevezas et al. 1995) amostras de 
tecidos do pulmão (Tegtmeier et al. 2000), fetos abortados 
(Leyla et al. 2003). 

Analisando especificamente amostras de sêmen, Amin 
et al. (2001) relataram a utilidade da técnica de PCR para a 
detecção de Brucella militensis em sêmen caprino e Mante-
rola et al. (2003) avaliaram a PCR na detecção de Brucella 
ovis em sêmen ovino com sucesso.

Os dados do presente estudo confirmam as informações 
de trabalhos anteriores envolvendo a detecção de Leptos-
pira em sêmen bovino (Masri et al. 1997, Heinemann et al. 
1999, 2000, Dias et al. 2006). Entretanto, com relação às 
bactérias Brucella, Haemophilus e Campylobacter, não foi 
possível estabelecer essa correlação, pois não foi encon-
trado nenhum relato no qual se utilizou o sêmen como 
amostra experimental para a detecção simultânea destas 
bactérias.

O uso de marcação fluorescente acoplada ao PCR mul-
tiplex, com posterior detecção em sistema automático de 
análise de fragmentos pode ser uma alternativa para o in-
cremento desta aplicação (Englund et al. 2001, Checa et al. 
2002, Myong Song et al. 2003).

Poucos são os artigos que reúnem a amplificação de 
batérias por PCR com sua detecção em sistema automático 
para análise de fragmentos de DNA marcados com fluoro-
cromos em um mesmo ensaio. Englund et al. (2001) com-
pararam a detecção de Mycobacterirum avium subespécie 
paratuberculosis em amostras biológicas de aves utilizando 
PCR simples, PCR fluorescente e nested-PCR. Este foi o pri-
meiro e único artigo descrevendo essa aplicação até o mo-
mento. Neste estudo os autores afirmaram que o PCR fluo-
rescente constitui-se em alternativa útil ao PCR simples e 
nested PCR para a detecção destas bactérias devido à maior 
sensibilidade e capacidade conferida pela automação.

Para avaliar a eficiência do sistema de eletroforese capi-
lar acoplado à detecção da marcação fluorescente em PCR 
multiplex na detecção simultânea das quatro bactérias em 
questão no sêmen bovino, foram desenhados experimentos 
que visaram a união primeiramente de Brucella e Leptospi-
ra, seguida de Brucella, Leptospira e Haemophilus, e final-
mente Brucella, Leptospira, Haemophilus e Campylobacter. 
A análise por eletroforese capilar revelou positividade até 
a diluição de 10-3 bactérias/mL das concentrações iniciais 
das soluções estoque de Brucella, Leptospira, Haemophilus 
e Campylobacter, revelando maior sensibilidade quando 
comparada à análise tradicional pela eletroforese em gel de 
poliacrilamida na qual se observou sinal positivo até 10-2 
bactérias/mL como estão demonstrados no Quadro 3 e na 
Figura 1, respectivamente, sugerindo a consistência da téc-
nica e a melhor capacidade de detecção dos fragmentos de 
DNA pela eletroforese capilar.

Richtzenhain et al. (2002) descreveram a aplicação com 
sucesso da técnica de PCR multiplex para detecção de Lep-
tospira spp. e Brucella spp. em amostras de fetos bovinos 
abortados, e sugeriu o uso do teste multiplex para esses 
dois  agentes na rotina de diagnóstico de enfermidades 
causadoras de abortos em bovinos. Os dados do presente 
trabalho mostram que a introdução de mais bactérias ao 

sistema PCR multiplex utilizado por Richtzenhain et al. 
(2002) pode ser de grande valia para o diagnóstico dife-
rencial das doenças da reprodução. Tramuta et al. (2011) 
descreveram cinco PCR mutiplex para detecção simultâ-
nea dos principais agentes infecciosos responsáveis pelo 
aborto bovino dentre eles Brucella spp., Leptospira spp. e 
Campylobacter fetus demonstrando o quanto os ensaios de 
PCR multiplex podem ser mais rápidos para detecção des-
tes agentes simultaneamente que a detecção individual de 
cada agente na PCR simples. 

A análise de fragmentos de PCR fluorescente por eletro-
forese capilar no diagnóstico de doenças infecciosas pode 
ser considerada ainda pouco estudada, entretanto a melhor 
capacidade de detecção por esse método observada ao lon-
go dos experimentos desenvolvidos no presente trabalho 
revelou ser ampliada pelo menos 10 vezes em comparação 
a eletroforese tradicional em gel de poliacrilamida.

CONCLUSÕES
Aliada à eletroforese capilar, a técnica de PCR multiplex 

permitiu a detecção dos quatro patógenos no sêmen bovi-
no com maior rapidez e sensibilidade quando comparado 
ao método tradicional de eletroforese em gel de poliacri-
lamida; vantagens estas que poderão ser adicionadas aos 
métodos convencionais de diagnóstico.

A técnica de PCR multiplex aliada à eletroforese capi-
lar foi usada pela primeira vez para o diagnóstico direto de 
quatro bactérias patogênicas no sêmen, demonstrando ser 
um método rápido na detecção de bactérias causadoras de 
doenças reprodutivas. 
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