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RESUMO - Este estudo foi realizado com o objetivo de aplicar a técnica de REP-PCR no monitoramento da qualidade
do leite de cabra por meio da deteccdo de Staphylococcus aureus em amostras de médos de ordenhador, tetos das cabras, leite,
ordenhadeira e agua para estabelecimento e implantagdo do sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC). Verificaram-se varios fingerprints de todos os isolados coletados das diferentes fontes estudadas (mé&os de
ordenhador, tetos das cabras, leite, ordenhadeira e dgua). Observaram-se comportamentos muito similares das bandas, o que
indica que os isolados podem ser relatados como clones epidemiolégicos. As médos do ordenhador caracterizaram-se como
ponto critico de controle, pois se destacaram como iniciador de contaminagdo nas amostras Staphylococcus aureus. A
técnica demonstrou ser eficiente para a analise da similaridade entre individuos da espécie Staphylococcus aureus e, portanto,
constitui ferramenta Gtil para investigagdo de falhas no manejo e na busca de controle mais eficiente para evitar ou reduzir
a disseminacdo de microrganismos patogénicos causadores de sérias enfermidades em humanos e animais, que muitas vezes
podem ser transmitidas por produtos como o leite e seus derivados.
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Detection of Staphylococcus aureus using the REP-PCR technique to
monitor goat milk quality

ABSTRACT - The objective of the present study was to apply REP-PCR sequences in the monitoring goat milk quality,
by detecting Staphylococcus aureus, in samples of from milker hands, goat teats, milk, milking machine and water, for the
future establishment and implantation of the system of Hazard Analysis Critical Control Points (HACCP). Several fingerprints
were verified of all the isolates collected from the different sources studied (milker hands, goat teats, milk, milking machine
and water). Very similar band behaviors were observed that indicated that the isolates can be reported as epidemic clones.
Milker’s hands were was characterized as a critical control point (CCP), because it stands out as an initial point of contamination
in the Staphylococcus aureus samples. The technique was shown to be efficient for the similarity analysis among individuals
of the Staphylococcus aureus species, and is therefore a useful tool for investigation of management faults and consequently,
in the search for more efficient control to prevent or minimize the spread of pathogenic microorganisms that cause serious
illnesses in humans and animals that can be transmitted through products such as milk and its products.
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Introducéo

O sistema APPCC (analise de perigos e pontos criticos
de controle) tem sido Util para avaliar os riscos de perigos
e estabelecer mecanismos ou medidas de controle visando
reduzir os riscos de contaminacdo fisica, quimica ou
microbiologica (Heeschenetal., 1997). Aimplementacao
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do processo APPCC é umaalternativano ciclo de produgdo
do leite de cabra, no entanto, faltam informag6es e dados
e existem dificuldades de sele¢do dos Pontos Criticos de
Controle (PCC) para um nimero de perigos biologicos
encontrados nas fazendas, onde ha a impossibilidade de
erradicar ou controlar a maior parte dos patégenos,
especialmente aqueles que causam problemas clinicosem
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animais e que também podem causar danos a salide humana,
como o Staphylococcus aureus. Assim, métodos baseados
em DNA estdo surgindo como vias confiaveis, simples e
acessiveis, para identificar e classificar microrganismos
(Rademarker & De Bruijn, 2003). O método referido como
REP-PCR, “impressao digital” do genoma, uma técnica
baseadanaamplificacdodo DNA, é consideradaextremamente
confiavel, reprodutivel, rpida e altamente discriminatoria
(Versalovicetal.,1994; Louwsetal., 1996).

Este estudo foi realizado com o objetivo de aplicar a
técnicade PCR em sequéncias palindromicas extragénicas
repetidas (REP-PCR) no monitoramento da qualidade do
leite de cabra, por meio da deteccdo de Staphylococcus
aureus em amostras de méos de ordenhador, tetos das
cabras, leite, ordenhadeirae 4gua, para futuro estabelecimento
e implantag&do do sistema APPCC.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido na Embrapa Caprinos, em
Sobral, regido norte do estado do Ceara, no periodo de
agosto de 2005 a janeiro de 2006. Para obtencdo das cepas
bacterianas de Staphylococcus aureus utilizadas neste
estudo, utilizaram-se 15 fémeas caprinas da raga Saanen,
em inicio de lactacéo, as quais foram ordenhadas duas
vezesao dia, utilizando-se ordenha mecénica, e submetidas
a higienizacgédo do Ubere, pré e pos-ordenha, com solucéo
iodada. Foram coletadas 40 amostras naprimeiraordenhaas
7h30, divididas daseguinte forma: amostras de leite (n = 15),
swab das teteiras (n = 3), swabs das méos do ordenhador
(n =3) e swabs dos tetos dos animais (n = 15) coletadas no
inicio, no meio e no final da ordenha. As amostras da dgua
utilizada paraalavagem das méos dos ordenhadores (n =4)
foram coletadas antes e ap6s o tratamento da 4gua com
agua sanitaria, no inicio, meio e final da ordenha. A coleta
foi realizada utilizando-se técnicas assépticas e conforme
protocolos padrdes (NMC, 1990). As amostras foram
encaminhadas em caixa térmicas para o Laboratério de
Bacteriologia da Embrapa Caprinos.

O material coletado foi semeado e as culturas que se
mostraram positivas (presenca de colénias caracteristicas)
em meios de cultura seletivos (agar Baird Paker OXOID®,
England) foram inoculadas em tubos tipo Falconde 15mL,
em5mL de caldo cérebro coracdo (BHI) durante 18 horasa
37°C (dez identificadas como caracteristicas para cada
amostra semeada), priorizando a extracdo do DNA da
populacdo a ser estudada.

Paraextracdo de DNA das cepas bacterianas, utilizou-se
o protocolo proposto por Chapaval et al. (2006), no qual

uma quantidade de 2,5 mL de cultura da populacéo
bacteriana, para cada amostra semeada, crescida em meio
BHI por 18 horas a 37°C foram precipitados em tubos de
microcentrifuga com 1,7 mL por meio de um pulso de
centrifugacdo a14.000 rpm. O sobrenadante foi eliminado
e este processo foi repetido até que todo o volume (2,5 mL)
fosse precipitado. Ao pélete obtido foram adicionados
700 uL de tampéo de extragédo (1,4 M NaCl; 100 mM Tris-
HCI, pH 8,0; 20mM EDTA, pH8,0; PVP-40 1%; CTAB 2%);
Proteinase K, 20mg/mL; B-Mercaptoetanol 0,2%). A
solucéo foi misturada em vortex e incubada por 30 minutos
a65°C em banho-maria, sendo misturada com o cuidado de
n&o se fazer movimentos bruscos a cada 10 minutos. Foram
acrescentados 650 pL de cloroférmio:alcool-isoamilico
(24:1), asolucao foi homogeneizada até formar umaemulsao
e centrifugada a 14.000 rpm durante 7 minutos. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionada de
200 uL de tampdo de extracdo sem Proteinase K, homogenei-
zado, e adicionados entdo 650 pL de cloroférmio:alcool-
isoamilico (24:1), homogeneizada novamente e centrifugada
a 14.000 rpm por 7 minutos. O processo com 650 uL de
cloroférmio:alcool-isoamilico (24:1) foi repetido por mais
duas vezes até que a fase aquosa adquirisse aparéncia
translicida. O DNA foi precipitado com 1 volume de
Isopropanol conservado em temperatura ambiente,
homogeneizado e centrifugado a 14.000 rpm durante 7
minutos. O sobrenadante foi entdo removido e a superficie
do precipitado foi lavada por duas vezes com 70 uL de
etanol 70%, preparado um pouco antes do uso. A cada
lavagem o precipitado foi centrifugado por 2 minutos a
14.000 rpm. Em seguida o pélete foi seco em temperatura
ambiente por 30 minutos e ressuspendidoem 40 uL de TE
(10mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mMMEDTA, pH 8,0+ 10 ug/mL
de RNAse) e deixado em banho-mariaa 37°C por 30 minutos.
A sintese de oligonucleotideos foi elaborada pela Bio
Global Com. Ltda., Curitiba, Parand, Brasil. As sequéncias
utilizadas foram as seguintes: REP-PCR (REP—1: 5" NNN
NCGNCGNACTCCNGGC3’;REP-2: 5" NCGNCTTAT
CNG GCC TACTAC 3’descritas por De Bruijn (1992).
Sequencialmente, o PCR foi realizado com 25 uL do
volumetotal, incluindo 5 uL do DNA alvo (20 a 90 ng/uL).
Os componentes do master mix (GIBCO BRL - Life
Technologies, Inc., MD, U.S.A.) foram utilizados conforme
as instrucdes do fabricante. As amostras de DNA alvo
(maximo de 5 puL) foram amplificadas em termociclador
Gene Amp® PCR System 9700 (Perkim Elmer) com os
seguintes ciclos: para REP, desnaturacdo inicial 95°C por
6 minutos seguida por 30 ciclos de amplificagéo
(desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 40°C por
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1 minuto, polimerizagdo a 65°C por 8 minutos), terminando
com a polimerizacao final a 65°C por 7 minutos. Com o
intuito de realizar deteccéo dos produtos de PCR, 8 uL do
produto amplificado pela reacdo de PCR e observado por
eletroforese em gel de agarose 2% (GIBCO BRL - Life
Technologies, Inc., MD,U.S.A.)em TAE 1x (para50 X, 2429
Tris; 37,29 EDTA[Na,], 800 mL de agua MilliQ autoclavada,
57% de &cido acético, pH 8,1) e um padrdo molecular 1kb
DNA (GIBCOBRL - Life Technologies, Inc., MD, U.S.A.)
foi usado como marcador molecular. A eletroforese foi
realizadaem cubaeletroforética Pharmacia Biotech (max
submarine unit HE 99 X), com fonte Pharmacia Biotech
(EPS 300) nas condic¢des de 70 V por 2 horas.

A andlise das similaridades entre as cepas foi baseada
na presenca ou auséncia de bandas especificas na andlise
dareacdo de PCR, de modo que diferencas e similaridades
entre as cepas foram analisadas visualmente de acordo com
0 comportamento de migracao das bandas dos produtos da
reacdo de PCR. Os perfis das 11 primeiras bandas foram
considerados altamente similares quando todas as bandas
visiveis dos isolados possuiam a mesma distancia aparente
demigracdo. Quando ndo houve possibilidade de comparacdo
entre migracdo de bandas semelhantes, os isolados foram
considerados diferentes. Uma matriz de similaridade foi
obtida por meio de comparacdes usando um coeficiente
simples de similaridade (coeficiente de Jaccard). Para esta
analise, o programa utilizado foi 0 NTSYS — Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System, versdo
NTSYSpc 2.0 (Rohlf, 1997). Um dendograma foi construido

pela obtencdo das médias aritméticas de grupos em pares
de dados combinados (UP-GMA).

Aposaanalise computacional dos dados de similaridade
genética, o estudo da filogenia foi realizado. Organismos
considerados geneticamente iguais, ou semelhantes, foram
considerados clones epidemiologicos e, portanto, de mesma
ancestralidade e origem.

Resultados e Discusséao

Em geral, os modelos das bandas dos isolados das
fontes (leite, teto, teteira, mao do ordenhador e 4gua) foram
similares (Figura 1) e indicam que os isolados s&o
estreitamente relacionados. Foram similares, porém nem
sempre idénticos.

O comportamento das bandas maiores que 300pb até
10.000 pb obtidas pelo uso de primer REP (Figura 1) para
Staphylococcus aureus comprovou similaridade em
aproximadamente um quarto das bandas que foram comuns
a80% dosisolados, podendo diferenciar as cepas dentro de
cinco agrupamentos (clusters) distintos de acordo com o
dendograma gerado (Figura 2).

Verificaram-se no grupo 1 similaridades que variavam
entre 75 e 100%. A amostra R1 que corresponde méo
ordenhador no inicio do procedimento de ordenha
mostrou-se, emaproximadamente 80%, similar as amostras
R21 (teto final), R24 (leite inicio) e R27 (leite meio), que,
porsuavez, sdo idénticas entre si (100% de similaridade) e
90% similares asamostras R25 (leite inicio), R26 (leite inicio)

LI 1 2 3 4 5 6 78 9101112131415 161718 192122 23 242526 27282930 313233 34 35 M

Figural- Gel de agarose com os produtos de REP-PCR gerados a partir de amostras de Estaphylococcus aureus e M = marcador

molecular (1 Kb).
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Amostra{gel) Fonte Periodo
Rl mio inicio
R21 teto final

| R24  leite  jnicip
R27 leite meio
R25  Jeite inicio
R26  leite  jnicio
i R29 leite meio
R28 leite meio
R12 teto meio

1 R30 leite final
R2 mio meio

—1_ ms et meio
R23 leite inicio
R3 mie  final
RO teto inicio
R31 leite  final

R32 leite  final
s A
R33 leite  final

R6 teteira final

I Rl14 teto

RI10 teto inicio
R18 teto final
R4 teteira inicio
T RS teteira yeio
L Rl1 teto inicio
R7 teto inicio
I R20 teto final

RI13 teto meio
meio

RI6 tetd  meio

T T T 1
0,75 1,00

Figura 2 - Dendograma gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de Staphylococcus aureus. Os nimeros do eixo x indicam o

Coeficiente de Jaccard.

e R29 (leite meio), também 100% similares entre si. Nesta
situagdo, observou-se a presenca de varios clones (100%
de similaridade), o que permite inferir, considerando a
similaridade genética, que provavelmente o leite inicialmente
contaminado passa para mao do ordenhador e torna-se fonte
de contaminagdo para as amostras presentes no mesmo
grupo.

Verificou-se no grupo 2 similaridade de aproximada-
mente 85% entre as amostras de swab de teto coletada no
meio da ordenha (R12) e amostra de leite coletada no final
daordenha (R30).

No grupo 3, observaram-se similaridades entre as
amostras de 75 a 100%, a amostra R2 (swab da méo do
ordenhador coletado no meio da ordenha) possui
similaridade de aproximadamente 95% para com asamostras
R15 (teto do meio) e R23 (leite do inicio da ordenha), que,
por suavez, sdo 100% similares entre si. Ainda no grupo 3,
asamostras R9 (swab do tetodo inicio), R31 e R32 (amostras
de leite do final da ordenha, respectivamente) se mostraram
100% similares entre si, 0 que indica contaminacéo no
momento inicial da ordenha, transmitida até o final da
mesma, conforme situacao relatadaanteriormente nogrupo 1.

Entre as amostras R8 (swab de teto coletadas no inicio da
ordenhae R33 (de leite coletada no final daordenha), o indice
de similaridade foi de aproximadamente 90%.

Observou-se no grupo 4 que as amostras R10 (swab de
tetos do inicio da ordenha) e R18 (swab de tetos final da
ordenha) possuem aproximadamente 85% de similaridade
entre si. No entanto, o grupo 5 apresentou indice de
similaridade entre 60 e 75% e reline amostras de tetos do
inicio, meio e final da ordenha e uma amostra de swab da
teteira. Com excecdo do grupo 5, os demais grupos nao
demonstraram grandes varia¢Ges nos indices de similaridade.

Os indices de similaridade observados neste estudo
podem ser justificados pelo fato de que o Staphylococcus
aureus tém sido apontada como bactéria contagiosa, ou
seja, que pode ser transmitida durante as ordenhas e que
fossas nasais, garganta, equipamento de ordenha
(principalmente teteiras), pele dos tetos e humana sdo
considerados importantes reservatorios destes organismos.

A REP-PCR foi uma ferramenta importante para a
rapida identificacdo de cepas de Staphylococcus aureus e
pode ser recomendada para detectar esta espécie em outros
estudos. Esta técnica foi também utilizada por Wieser &

© 2009 Sociedade Brasileira de Zootecnia



Deteccéo de Staphylococcus aureus utilizando a técnica de REP-PCR no monitoramento da qualidade do leite de cabra 1321

Busse (2000) para rapida identificacdo de cepas de
Staphylococcus epidermidis em mesma espécie. Além
disso, Nascimento etal. (2005) afirmaram que esta técnica
geraperfismoleculares com alto grau de similaridade e alta
resolucédo e que podem ser obtidos em torno de 48 horas a
partir de isolados de cultura microbioldgica.

Segundo Struelens (1996) e Maslow & Mulligan (1996)
aanalise de similaridade molecular contribui paravigilancia
epidemioldgica, pois possibilitaa documentacdo dos clones
epidémicos pelo tempo e sua circulacdo em populacdes
infectadas. Del Vecchioetal. (1995) utilizaram atécnicade
REP-PCR paraidentificar cepas epidémicas entre isolados
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
e afirmaram que é importante o desenvolvimento de
metodologias de tipagem moleculares rapidas e precisas na
identificacdo da fonte de contaminacdo e disseminacéo de
doencas infecciosas.

Conclusdes

As maos do ordenhador caracterizam-se como ponto
critico de controle, pois se destacam como iniciador de
contaminacdo nas amostras Staphylococcus aureus. A
técnicade REP-PCR é eficiente paraaandlise dasimilaridade
entre individuos da espécie Staphylococcus aureus e
também apresenta-se como ferramenta Gtil na produgédo
animal para a rapida identificacdo de pontos de
contaminacdo bacteriana horizontal durante o manejo de
ordenha, o que permite areavaliacdo de procedimentos de
higienizacdo de equipamentos, higiene pessoal do
trabalhador da sala de ordenha, bem como da rotina de
limpeza de tetos e eficicia dos desinfetantes utilizados
paraque, emtempo habil, falhas no manejo sejam detectadas
ecorrigidas.
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