”n
46° Reuniéo Anual da Sociedade Brasileira de Zootecnia K 3 T h

Maringd, PR - UEM - 14 a 17 de julho de 2009 @ ’

Técnica de REP-PCR no monitoramento da qualidade do leite de cabra®

Cellyneude de Souza Fernandes 2 Lea Chapaval 8 Arturo Bernardo Selaive-Villarroel*, Francisco Selmo
Fernandes Alves %, Francisca Geovania Canafistula de Sousa °, Isana Mara Aragéo Frota®, Francisco
Eden Paiva Fernandes 2

"parte da Dissertacéo de Mestrado do primeiro autor apresentada a UFC, Fortaleza, CE e pesquisa com apoio financeiro do CNPC.
2Doutorando (a) em Zootecnia, UFV, Vicosa, MG. cellyneudeolivindo@yahoo.com.br

% pesquisador (a) da Embrapa Caprinos, Sobral, CE.

4 Professor do Dep. De Zootecnia da UFC, Fortaleza, CE.

® Mestrando (a) em Zootecnia UFPB
®Mestrando (a) em Biotecnologia UFC

Resumo: O presente estudo foi realizado, com o objetivo de aplicar a técnica de REP-PCR no
monitoramento da qualidade do leite de cabra. Verificou-se varios fingerprints de todos os isolados
coletados das diferentes fontes estudadas (mdos de ordenhador, tetos das cabras, leite, ordenhadeira e
agua). Observou-se comportamentos muito similares das bandas indicando que os isolados podem ser
relatados como clones epidemioldgicos. As maos do ordenhador caracterizaram-se como ponto critico de
controle, pois se destaca como iniciador de contaminagdo nas amostras Staphylococcus aureus. A técnica
demonstrou ser eficiente para a analise da similaridade entre individuos da espécie Staphylococcus
aureus, sendo, portanto, uma ferramenta Gtil para investigacdo de falhas no manejo e na busca de um
controle mais eficiente para minimizar a disseminagdo de microrganismos patogénicos causadores de
sérias enfermidades em humanos e animais.
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Technique of REP-PCR in tracking of the quality of goat milk

Abstract: The present study was carried out, with the objective of applying the REP-PCR sequences in
the monitoring of the quality of goat milk. Several fingerprints were verified of all collected isolates of
the different studied sources (milking handlers, goats teats, milk, milk machine and water). It was
observed very similar behaviors of the bands indicating that the isolates can be related as epidemic
clones. Hands of the milking handlers were characterized as a critical point of control, because stands out
as initial point of contamination in the Staphylococcus aureus. The technique demonstrated to be
efficient for similarity analysis among individuals of Staphylococcus aureus species, being, therefore, an
useful tool for investigation of fails on management and in search of more efficient control to minimize
the spread of pathogenic microorganisms that cause serious illnesses in humans and animals.
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Introducéao

O sistema APPCC (analise de perigos e pontos criticos de controle) tem sido um instrumento Util,
para avaliar os riscos de perigos e estabelecer mecanismos ou medidas de controle que visem minimizar
0s riscos de contaminacdo fisica, quimica ou microbiolégica. A implementacdo do processo APPCC
surge como uma alternativa dentro do ciclo de producédo do leite de cabra apresentado, porém, questdes
ainda ndo referenciadas, como por exemplo, a falta de informagdes e dados, e as dificuldades de selegdo
dos Pontos Criticos de Controle (PCCs) para um nimero de perigos biolégicos encontrados nas fazendas,
onde ha a impossibilidade de erradicar ou controlar a maior parte dos patdgenos, especialmente aqueles
que causam problemas clinicos em animais e que também podem causar danos a salide humana, como: o
Staphylococcus aureus. Assim, métodos baseados em DNA estdo surgindo como vias confidveis, simples
e acessiveis para identificar e classificar microrganismos (Rademarker & De Bruijin, 2003).

O presente estudo foi realizado, com o objetivo de aplicar a técnica de PCR em seqiiéncias
palindrémicas extragénicas repetidas (REP-PCR) no monitoramento da qualidade do leite de cabra,
através da deteccdo de Staphylococcus aureus em amostras de maos de ordenhador, tetos das cabras,
leite, ordenhadeira e 4gua, para o futuro estabelecimento e implantacéo do sistema APPCC.

Material e Métodos



O presente estudo foi conduzido na Embrapa Caprinos, em Sobral-CE, na Regido norte do
Estado do Ceard, no periodo de agosto de 2005 a janeiro de 2006.

Para a obtengdo das cepas bacterianas de Staphylococcus aureus utilizou-se 15 fémeas caprinas
da ragca Saanen, em inicio de lactacdo, as quais foram ordenhados duas vezes ao dia, utilizando-se a
ordenha mecanica, sendo submetidos a higienizacdo do Ubere, pré e p6s-ordenha, com solucdo iodada.
Foram coletadas 40 amostras na primeira ordenha as 7:30h, sendo estas divididas da seguinte maneira:
amostras de leite (n = 15), swab das teteiras (n = 3), swabs das maos 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 agua
utilizada para a lavagem das méos dos ordenhadores (n = 4) foram coletadas antes do tratamento com
agua sanitaria, e apds o tratamento da agua, no inicio, meio e final da ordenha. A coleta foi realizada
utilizando técnicas assépticas e conforme protocolos padrdo (NMC, 1990) e 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 coldnias
caracterfsticas) em meios de cultura seletivos (agar Baird Paker OXOID®, England), foram inoculadas
em tubos tipo Falcon de 15 mL, em 5 mL de caldo cérebro coragdo (BHI) durante 18 horas a 37°C (dez
cblonias identificadas como caracteristicas, para cada amostra semeada), priorizando a extragdo do DNA
da populacao a ser estudada.

Para extracdo de DNA das cepas bacterianas utilizou-se o protocolo proposto por Chapaval et al.

(2006 ) A sintese de oligonucleotideos foi elaborada pela Bio Global Com. Ltda., Curitiba, Parana,
Brasil. As seqiiéncias utilizadas foram as seguintes REP-PCR (REP — 1: 5 NNN NCG NCG NAC TCC
NGG C 3’ ; REP —2: 5 NCG NCT TAT CNG GCC TAC TAC 3’descritas por De Bruijin (1992).

Sequencialmente o PCR (Reacgdo em cadeia de polimerase) foi realizado com 25 pL do volume
total 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 instrugdes do fabricante. Os DNA alvo
(méximo de 5 pL) foram amplificados 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
amplificacdo (desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 40°C por 1 minuto, polimerizacdo a 65°C
por 8 minutos), terminando com a polimerizagdo final a 65°C por 7 minutos. Com o intuito de realizar
deteccdo dos produtos de PCR, 8uL do produto amplificado pela reacdo de PCR e observado através da
eletroforese em gel de agarose 2% (GIBCO BRL - Life Technologies, Inc., MD, U.S.A.) em TAE 1x
(para 50 X, 242 g Tris; 37,2 g EDTA [Na,], 800 mL de agua MilliQ autoclavada, 57% de &cido acético,
pH 8,1) e um padrdo molecular 1kb DNA (GIBCO BRL - Life Technologies, Inc., MD, U.S.A.) foi
usado como marcador molecular. A eletroforese foi realizada em cuba eletroforética Pharmacia Biotech
(max submarine unit HE 99 X), com fonte Pharmacia Biotech (EPS 300) nas condi¢des de 70 V por 2
horas. A analise das similaridades entre as cepas foi baseada na presenca ou auséncia de bandas
especificas na analise da reagdo de PCR, onde diferengas e similaridades entre as cepas foram analisadas
visualmente de acordo com o comportamento de migracdo 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 de migragcdo. Uma matriz de similaridade foi
obtida através de comparagdes 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. Um dendograma foi construido através da obtencdo das médias
aritméticas de grupos em pares de dados combinados (UP-GMA).

Ap6s a andlise computacional dos dados de similaridade genética, o estudo da filogenia foi
realizado. Organismos considerados geneticamente iguais, ou semelhantes, foram considerados clones
epidemioldgicos e, portanto de mesma ancestralidade e origem.

Resultados e Discussdo

O comportamento das bandas maiores que 300pb até 10.000pb para Staphylococcus aureus
demonstrou similaridade em aproximadamente um quarto das bandas que foram comuns a 80% dos
isolados, podendo diferenciar as cepas dentro de cinco agrupamentos (clusters) distintos de acordo com o
dendograma gerado (Figura 1).

Os indices de similaridade observados neste estudo podem ser justificados pelo fato de que o
Staphylococcus aureus tém sido apontado 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 reservatdrios destes organismos. A REP-PCR foi uma
ferramenta importante para a rapida identificacdo de cepas de Staphylococcus aureus no presente estudo,
podendo assim ser recomendada para detectar esta espécie em outros estudos.
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Figura 2. Dendograma gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de
Jaccard.

A analise de similaridade molecular contribuem para vigilancia epidemiol6gica uma vez que é
possivel a documentacgdo dos clones epidémicos através do tempo e, a circulacdo destes em populagdes
infectadas. Del Vecchio et al. (1995), utilizaram a técnica de REP-PCR para identificar cepas epidémicas
entre isolados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), afirmando ser de crucial
importancia o desenvolvimento de metodologias de tipagem moleculares rapidas e precisas, na
identificacdo da fonte de contaminacdo e disseminacdo de doencas infecciosas. Reafirmando assim, a
importancia de estudos como este.

Conclusdes
As mdos do ordenhador caracterizaram-se como ponto critico de controle, pois se destacaram
como iniciador de contaminacdo nas amostras Staphylococcus aureus. A técnica de REP-PCR
caracterizou-se eficiente para a analise da similaridade entre individuos da espécie Staphylococcus
aureus.
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