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Resumo

A identificagao e classificacao bacteriana sao de suma importancia no
ambiente, na industria, na medicina veterinaria, na microbiologia e na
ecologia microbiana. Um nimero de diferentes métodos genotipicos
e fenotipicos estao sendo empregados para identificacio e classificacao
microbiana. A técnica de REP-PCR ¢ baseada no uso de primers
sintetizados a partir de sequéncias repetidas de DNA, chamadas de
palindromicas extragénicas repetidas (REP), e tém sido descrita como
um método o qual gera impressoes digitais (fingerprints) de DNA que
podem diferenciar bactérias entre géneros e espécies. Neste estudo, o
método de fingerprint foi usado para Staphylococcns anrens com o
objetivo de avaliar a higiene de ordenha em duas fazendas leiteiras.
Foram obtidos varios fingerprints de todos os isolados coletados das
diferentes fontes estudadas (maos de ordenhadores, tetos das vacas,
leite e ordenhadeira), e foram obtidos comportamentos muito
similares das bandas indicando que os isolados podem ser relatados
como clones epidemiolégicos. Em nosso estudo, a técnica mostrou
ser eficiente para a andlise da similaridade entre individuos da mesma
espécie, no caso, o Staphylococcus anrens, mostrando ser uma ferramenta
util para investigacao de falhas no manejo e, em um controle mais
eficiente para evitar ¢/ou diminuir a disseminacio de microrganismos
causadores de sérias enfermidades em humanos e em animais, que
podem ser transmitidas através de produtos como o leite e seus
derivados.
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Introducéo

Sistemas de tipagem epidemioldgica
podem ser usados para investigagcdes de
surtos, para confirmar e delinear com-
portamentos de transmissdo de um ou mais
clones epidémicos, para testar hipoteses
sobre fontes e veiculos de transmissao destes
clones e para monitorar reservatorios de
organismos epidémicos'. A tipagem também
contribui para a vigilancia epi-demiol6gica
e avaliacio de medidas de controle, através
da documentagio da prevaléncia através do
tempo e circulacdo de clones epidémicos em

populacoes infectadas™.

A premissa basica para a tipagem
epidemiolégica é que isolados (agentes
infecciosos) que sdo parte da mesma cadeia
de transmissao sao relatados como clones,
que sdo a progénie da mesma célula ancestral.
Isolados relatados como clones, significan-
temente, exibem muitos caracteres similares
que aqueles nao relatados, chamados
marcadores epidemiol6gicos que podem ser
registrados através de sistemas de tipagem
os quais sao desenhados para otimizar a
discriminacdo entre isolados de interesse
patogénicos epidemiologicamente relatados
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ou nio*’.

Um numero de diferentes métodos
genotipicos e fenotipicos estio sendo
empregados para identificacio e classificagao
microbiana, de crucial importancia no
ambiente, na indistria, na medicina veterinaria
e na ecologia microbiama*. Cada um destes
métodos permite um certo nivel de clas-
sificacdo filogenética, para género, espécies
e biovar de uma cepa’.

O método referido como REP-PCR,
“impressao digital” do genoma, uma técnica
baseada na amplificagio do DNA, ¢ tida
como uma técnica extremamente confiavel,
reprodutivel, rapida e altamente discrimi-
nat6ria®*. Esta técnica faz uso de primers de
DNA complementares aqueles de ocorréncia
natural, altamente conservados, com
seqiiéncias repetitivas de DNA e presente
em multiplas cépias do genoma da maioria
das bactérias Gram negativas e em muitas
bactérias Gram positivas’. As identidades
genomicas geradas pela técnica de REP-PCR
permite a diferenciacao em nivel de espécies,
subespécies e cepa’.

Dentre os microrganismos Gram
positivos, os Staphylococcus destacam-se
como importante grupo, cuja presencga se
faz observar sobretudo na pele e mucosas
do homem estendendo-se, de forma
generalizada, a animais de sangue quen-
te”!*!12 Ainda que possa colonizar-se em
diferentes regides do organismo, existe um
consenso de que o maior reservatorio para
S. aureus sejam as fossas nasais. A presenca
namao e outras superficies, resulta de vinculo
epidemiolégico decorrente de disseminagao
a partir dos principais sitios'>'*.

Assim o portador de Staphylococcus
enterotoxigénicos, enquanto manipulador de
alimentos ou trabalhador de sala de ordenha,
representa indiscutivel elo na cadeia epi-
demioldgica da intoxica¢ao alimen-
tar!>16I7181920 © Hm animais, diversos
trabalhos exemplificam a incidéncia
particularizada de Staphylococcus no tbere
de vacas e, conse-qientemente, no leite cru
procedentes de fémeas sadias e/ou com
mastite. O leite, nestas condi¢oes, podera ser,
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indevidamente, o que ocorre na maioria das
vezes, incor-porado ao leite de fémeas
normais, nas usinas de processamen-
to?!?!1232423262128 Major enterotoxigenicida-
de foi revelada a partir de amostras coletadas
da superficie do tbere, tetos e leite,
representando real perigo a saude puabli-
C326,29,23,30,31 .

O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a técnica de REP-PCR no
monitoramento da qualidade do leite de
vacas, através do rastreamento de Staphy-
lococcus aureus na linha de producio de leite,
avaliando as maos dos ordenhadores,
teteiras, ibere dos animais e leite in natura
como veiculos de contaminacio.

Materiais e Métodos

Cepas bacterianas. Para a obtencao das
colonias usadas no presente estudo, foram
utilizadas duas fazendas com diferentes
aspectos de manejo, chamadas de A e B. A
fazenda A mostrou boas praticas durante o
manejo de ordenha. Desta fazenda foram
obtidas 64 amostras, sendo que estas foram
dividas entre amostras de leite coletadas no
periodo inicial da ordenha, no meio e no
final desta, swabs de teteiras e maos dos
ordenhadores coletados antes e durante a
ordenha dos animais (Tabela 1). Na fazenda
B, que mostrou praticas incorretas durante
omanejo de ordenha, foram coletadas 18
amostras, divididas e amostras de leite
coletadas no inicio e no meio da ordenha e
amostras de swabs das teteiras e das mio
do ordenhador no meio da ordenha (Tabela
2). As amostras foram coletadas usando
técnicas assépticas e acondicionadas usando
protocolos padriao. As culturas que
mostraram-se caracteristicas em agar Baird
Paker (OXOIDO, England) foram
inoculadas, em placa de crescimento com
96 pocos, em 1 ml de caldo cérebro coragao
(BHI) durante 18 horas a 37°C (10 colénias
identificadas como caracteristicas, para cada
amostra semeada), priorizando a extracao
do DNA da populacido a ser estudada.
Todas as cepas foram testadas para



morfologia e bioquimicamente para funcao
através do kit comercial API Staph
(bioMérieuxO), coagulase livre (Dry Spot -
OXOIDO, England), produgio de
termonuclease, coloracao de Gram, catalase
e capacidade de lisar hemaceas em sangue
de ovinos.

Extra¢io de DNA da populagio
bacteriana. A extragdo de DNA das cepas
bacterianas foi realizada segundo o
protocolo proposto por Doyle e Doyle™, e
adaptado em nosso laboratério para este
estudo.

Primers. A sintese de oligonucleo-
tideos foi elaborada pela Promicro Comér-
cio e Representagdes de Produtos Microbio-
légicos Ltda (Sao Paulo, Brasil). As seqiién-
cias utilizadas foram as seguintes

REP -1 5 NNN NCG NCG NAC
TCC NGG C ¥

REP -2 5 NCG NCT TAT CNG
GCC TAC TAC 3

Condi¢bes de PCR. O PCR foi
realizado com 25 ml do volume total
incluindo 5 ml do DNA alvo (20 a 90 ng/
ml). Os componentes do master mix
(GIBCO BRL - Life Technologies, Inc.,
MD, US.A.) foram misturados conforme
as instrugoes do fabricante com a utilizacdo
de um maximo de 5 ml do DNA alvo
extrafdo a partir da metodologia usada. Os
DNA alvo foram amplificados em
termociclador Gene AmpO PCR System
9700 (Perkim Elmer) com os seguintes ciclos:
desnaturacio inicial 95°C por 6 minutos
seguida por 30 ciclos de amplificagao
(desnaturagio a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 40°C por 1 minuto,
polimerizacido a 65°C por 8 minutos),
terminando com a polimerizagao final a
65°C por 7 minutos.

Deteccao dos produtos de PCR. 8ml
do produto amplificado pela reagio de
PCR foi analisado através da eletroforese em
gel de agarose 2% (GIBCO BRL - Life
Technologies, Inc., MD, US.A.) em TAE 1x
(para 50 X, 242 g Tris; 37,2 ¢ EDTA [Na,],
800 ml de agua MilliQ autoclavada, 57% de
acido acético, pH 8,1) e um padrio
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molecular 100bp (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¢oes de 70 V por 2 horas.

Inspecio visual das “identidades” da
populagio bacteriana. A identidade de cada
populaciao foi comparada com as outras
populagodes estudadas por somente um
observador. O tamanho molecular das
bandas amplificadas foram analisadas através
de comparacio com um padrio molecular
de 1kb DNA ladder (GIBCO BRL - Life
Technologies, Inc., MD, US.A.) Os perfis das
11 primeiras bandas foram considerados
altamente similares quando todas as bandas
visiveis dos isolados possuiam a mesma
distancia aparente de migracao. Quando nao
houve migracio de bandas semelhante, os
isolados forma considerados diferentes
através da inspegdo visual.

Analise  computacional  das
identidades da populaciao bacteriana. O
programa usado para a analise da
similaridade genética das populacoes
bacterianas deste estudo foi o NTSYS —
Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System, versio NTSYSpc 2.0.

Resultados e Discussao

Os géis de agarose obtidos para as
analises da similaridade genética estdo
representados pela figura 1a, 1b, 1c para a
Fazenda A e pela figura 2 para a Fazenda B.
Para a analise de similaridade, as amostras
(populagdes) foram divididas em grupos
(cores) para melhor compreensio e
discussao dos resultados. Nos dendogramas
(Figura 3 e 4), cores iguais representam
grupos com similaridade e de acordo com
a escala representada abaixo das figuras
(Escala de Jaccard), quanto mais préximo
do valor 1,00, mais similares sdo as amostras.

As tabelas 1 e 2 mostram os numeros
das amostras e seu respectivo significado (leite
do inicio, meio e fim da ordenha e swabs
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Tabela 1- Amostras coletadas na Fazenda A e seu respectivo significado, bem como sua posicao no gel de agarose, Figuras 1a,1b e 1¢, paraandlise
das bandas obtidas. Piracicaba, 2002

Posi¢do no Amostra Origem da Posi¢éo no Amostra Origem da
gcl colctada amostra gcl colctada amostra
(canaletas) (canaletas)
1 35 Leite inicio 33 S Mao ordenhador
ordenha (E — meio)
2 36% Leite inicio 34 9 Mo ordenhador
ordenha (D —meio)
3 37 Leite inicio 35 10 Mao ordenhador
ordenha (E —mcio)
4 38 Leite inicio 36 11 Conjunto teteiras
ordenha inicio
5 39 Leite inicio 37 13 Conjunto teteiras
ordenha inicio
6 41 Leite meio 38 14 Conjunto teteiras
ordenha inicio
7 42 Leite meio 39 16 Conjunto teteiras
ordenha inicio
K 43 Leite meio 40 17 Conjunto teteiras
ordenha inicio
9 44 Leite meio 11 19 Conjunto teteiras
ordenha inicio
10 45 Leite meio i) 20 Conjunto teteiras
ordenha inicio
11 46 T eite meio 43 23 Conjunto teteiras
ordenha inicio
12 47 Leite meio 44 24 Conjunto teteiras
ordenha meio
13 48 Leite meio 45 25 Conjunto teteiras
ordenha meio
14 49 Leite meio 46 27 Conjunto teteiras
ordenha meio
15 50 Leite fim 47 28 Conjunto teteiras
ordenha meio
16 51 Leite fim 148 20 Conjunto teteiras
ordenha meio
17 52 Leite fim 49 30 Conjunto teteiras
ordenha meio
18 53 Leite fim 50 31 Conjunto teteiras
ordenha meio
19 54 Leite fim 51 32 Conjunto teteiras
ordenha meio
20 55 Leite fim 52 33 Conjunto teteiras
ordenha meio
21 57 Leite fim 53 34 Conjunto teteiras
ordenha meio
22 58 Leite fim 54 1 Mao ordenhador
ordenha (D —inicio)
23 59 Leite fim 55 6 Nariz ordenhador
ordenha
24 60* Leite inicio 56 7 Mao ordenhador
ordenha (D —meio)
25 61%* Leite inicio 57 12 Conjunto teteiras
ordenha inicio
26 6% Leite inicio 58 21 Conjunto teteiras
ordenha inicio
27 63% Leite inicio 59 26 Conjunto teteiras
ordenha meio
28 G4* Leite inicio 60 15 Conjunto teteiras
*novilhas ordenha inicio
-D —inicio = mao direita do ordenhador. 29 2 Mao ordenhador 61 18 Conjunto teteiras
Swab coletado no inicio da ordenha (FE —inicio) inicio
-E—meio = mao esquerda do ordenhador. 30 3 Mzio ordenhador 62 22 Conjunto teteiras
Swab coletado no meio da ordenha (D — inicio) inicio
-Teteiras inicio = Swab coletado no inicio 31 4 Mao ordenhador 63 40 Leite meio
da ordenha (E — inicio) ordenha
-Teteiras meio = Swab coletado no meio da 32 5 Nariz ordenhador 64 56 Leite fim
ordenha ordenha
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das mios dos ordenhadores e das teteiras
do inicio e meio da ordenha).

O método de “fingerprint” baseado
na PCR, que utiliza primers de seqiiéncias
consenso para seqiiéncias extragénicas
palindromicas (REP), encontrada nos
cromossomos de muitas bactérias tém se
mostrado aplicavel a uma gama de
bactériaS33’34’35’36’37’38’39’28’40’41’42’43.

Em nosso estudo, complexos mode-
los de identidades, “fingerprints”, foram
obtidos para todos os isolados estudados
através da utilizagao da REP-PCR. Em geral,
o modelo das bandas dos isolados das
diferentes fontes (humana e animal, bem
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como do maquindrio) foram muito
similares, e os dados indicam que os isolados
sao estreitamente relacionados. Foram
similares porém nem sempre idénticos.
Aproximadamente dois quartos das bandas
foram comuns para 80% dos isolados da
Fazenda A e, até trés quatros para 90% dos
isolados da Fazenda B. O tamanho dos
produtos (bandas) da PCR alcangaram
pequenas bandas menores que 300bp, até
bandas de 10.000bp.

Ap6s a inspecao visual (os dados
foram assinalados manualmente), os dados
foram submetidos ao programa compu-
tacional NTSYSpc 2.0 e coeficientes de

Tabela 2 - Amostras coletadas na Fazenda B e seu respectivo significado, bem como sua posi¢ao no gel de agarose, figura 2, para andlise das bandas

obtidas. Piracicaba, 2002

Posicdo no gel Amostra coletada Origem da amostra
(canaleta)
1 1 Leite inicio ordenha
2 2 Leite inicio ordenha
3 3 Leite inicio ordenha
4 4 Leite micio ordenha
5 5 Leite inicio ordenha
6 6 Leite inicio ordenha
7 7 Leite inicio ordenha
8 8 Leite inicio ordenha
23 9 Leite inicio ordenha
24 10 Leite inicio ordenha
9 12 Leite meio ordenha
17 13 Leite meio ordenha
10 14 Leite meio ordenha
11 15 Leite meio ordenha
12 16 Leite meio ordenha
13 17 Leite meio ordenha
14 18 Leite meio ordenha
15 20 Leite meio ordenha
19 21 Teteira 1
20 22 Teteira 2
21 23 Teteira 3
22 24 Teteira 4
16 25 Maio D ordenhador
18 26 Mo E ordenhador
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similaridade de Jaccard foram calculados
para as identidades geradas através do REP-
PCR, individualmente e para grupos de
dados combinados.

A identidade (“fingerprint”) das 64
familias de Staphylococcus aureus, perten-
centes a Fazenda A, foi determinada, o
resultado do perfil obtido através da PCR
foi analisado e decises sobre quais os perfis
seriam altamente similares foram feitos com
base na inspe¢ao visual e podem ser
observados nas figuras la, 1b e lc. A
identidade dos produtos gerados para os
18 isolados da Fazenda B pode ser visto na
figura 2.

Quando comparados visualmente,
muitos perfis de DNA se mostraram
altamente similares em termos de numero e
posicoes relativas das bandas, mas apds uma
inspecao mais apurada, pequenas diferencas
na posicao de algumas bandas foram
notadas. Os dendogramas gerados a partir
dos dados obtidos podem ser visualizados
através das figura 3, para a Fazenda A, e
figura 4, para a Fazenda B. Os numeros ao
lado das ramificagoes dos dendogramas
indicam a origem da populagdo bacteriana
estudada e podem ser localizados através das
tabelas 1 e 2.

A figura 3 mostra o dendograma
gerado a partir dos dados obtidos da
Fazenda A. Foi obtido um dendograma
mais complexo, porém a divisao deste e sua
representacdo através de diferentes cores
facilitou a andlise. O grupo azul, composto
das amostras 1 (mao direita do ordenhador),
22 e 23 (amostras obtidas das teteiras no
inicio da ordenha), mostra haver falhas na
higieniza¢ao do equipamento. O grupo rosa,
basicamente composto de amostras de
teteiras no inicio da ordenha (12, 13 e 15),
mostra que realmente existe similaridade
entre os microrganismos encontrados neste
local, apontando para falhas no circuito de
limpeza. O grupo em verde, composto pela
maioria das amostras, tem em sua
composiciao amostras de leite do inicio da
ordenha em conjunto com amostras do leite
coletado no final da ordenha e
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microrganismos isolados da teteira durante
o meio da ordenha, mostrando similaridade
de até 60% entre estas. Nesta situacio,
observa-se a presenca de varios clones (100%
de similaridade) e pode-se inferir através da
similaridade genética, que o leite inicialmente
contaminado passa pelo maquinario,
contaminando a linha de leite e chegando
aos animais ordenhados ao final do perfodo.
Microrganismos do grupo marrom sao
pertencentes a amostras oriundas das teteiras
do infcio (14, 17, 18, 19) e teteiras do meio
da ordenha (27, 32, 33) ¢ uma amostra, de
numero 36 (leite coletado no inicio da
ordenha) mostra quase 80% de similaridade
em relacdo as amostras citadas
anteriormente. Pelo menos uma amostra de
leite coletada no inicio da ordenha se
encontra presente nos demais grupos,
indicando uma contaminacao desencadeada
pela limpeza incorreta do maquinario de
ordenha e iniciando assim, contaminacio em
cascata.

Na figura 4, Fazenda B, o dendo-
grama foi dividido em 3 grupos distintos e
também foram considerados similares,
aqueles individuos que se encontravam na
faixa de 0,50 e 1,00, segundo o coeficiente
de similaridade de Jaccard. No grupo azul,
foi encontrada similaridade de aproxima-
damente 75 e 80% para as populagoes 18
(mao esquerda do ordenhador) e 19 (teteira),
respectivamente, em relacao as populacoes
3e4ele2 (amostras de leite do inicio da
ordenha), que se mostraram idénticas
(coeficiente 1,00). Ao ser verificada a origem
das amostras, mostrou-se que as amostras
originadas do leite do inicio da ordenha
poderiam ter dado origem a contaminagiao
no momento de ordenha. Se observarmos
o grupo laranja, podemos notar o mesmo
comportamento, uma vez que algumas
amostras de leite inicial (i.e. 5, 6, 24, etc.) estdo
presentes e possuem coeficientes de
similaridade em torno de 75% com as outras
amostras (mao, teteiras e leite coletado no
meio da ordenha). Através desta breve
analise podemos presumir que a
contaminacdo bacteriana é oriunda dos



Figura 1a-Gel de agarose com os produtos de REP-PCR gerados a partir de amostras coletadas na Fazenda A. Amostras de 1 a 25 (diferentes origens,
consultar Tabela 1), C = controle negativo e M = marcador molecular (1 Kb)
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Figura 1b-Gel de agarose com os produtos de REP-PCR gerados a partir de amostras coletadas na Fazenda A. Amostras de 26 a 50 (diferentes origens,
consultar Tabela 1), C = controle negativo e M = marcador molecular (1 Kb)

igura 1c - Gel de agarose com os produtos de
animais e que procedimentos de higienizagao
dos mesmos devem novamente avaliados,
ou seja uma rotina de limpeza de tetos, bem
como a eficacia dos desinfetantes devem ser
revistos.

Para os dois dendogramas analisados,
devemos notar, também e com igual

gerados a partir de amostras coletadas na Fazenda A. A
de 51 a 67 (diferentes origens,consultar Tabela 1), C = controle negativo e M = marcador molecular (1 Kb)

importancia, a similaridade entre os grupos,
que apesar de baixa (abaixo de 0,5) em
algumas situagdes chega em 60%, portanto
deve ser considerada a hipotese de termos
populag¢oes similares geneticamente.

Varios autores témusado a técnica de REP-
PCR para andlise da diversidade/similaridade
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Figura 2 - Gel de agarose com os produtos de REP-PCR gerados a partir de amostras coletadas na Fazenda B. Amostras de 1 a 25 (diferentes origens,
consultar Tabela 2), C = controle negativo e M = marcador molecular (1 Kb)

0,16 0,37 0,58 0,79 1,00

Coeficiente

Figura4 - Dendograma gerado a partir dos dados obtidos da Fazenda B. Ntimeros representados com cores iguais mostram similaridade genética.
Os niimeros do eixo y indicam o Coeficiente de Jaccard
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Figura 3 - Dendograma gerado a partir dos dados obtidos da Fazenda A. Ntimeros representados com cores iguais mostram similaridade genética.
Os ntimeros do eixo y indicam o Coeficiente de Jaccard

entre individuos da mesma espécie*** ¢ Conclusoes

individuos de espécies diferentes*®, bem

como para a diferenciagio entre as diferentes No presente estudo, a técnica
origens de microrganismos®. mostrou ser eficiente para a analise da
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similaridade entre individuos da mesma
espécie, nNo caso, Staphylococcus anrens. A técnica
podera vir a ser mais explorada para estudos
de epidemiologia molecular como este, pois
mostrou ser uma ferramenta util para
investigacao de falhas no manejo e, para

elaboracio de métodos de controle mais
eficientes para evitar e/ou diminuir a
disseminac¢ao de microrganismos causadores
de sérias enfermidades em humanos e em
animais, que podem ser transmitidas através
de produtos como o leite e seus derivados.

Using the REP-PCR technic in the tracking of Staphylococcus aureus in

milking room, for milk quality production
Abstract

The identification and classification of bacteria are of crucial importance
in environmental, industrial, veterinary, microbiology and microbial
ecology. A number of different phenotypic and genotypic methods
are presently being employed for microbial identification and
classification. Repetitive-element PCR (Rep-PCR) with primers based
on repetitive extragenic palindromic (REP) repeated DNA sequences
is a recently described method which generates DNA fingerprints that
descriminate between bacterial species and strains. In this study, this
method was used for genomic fingerprinting of Staphylococcus aurens
in control of hygiene in milk line production on two farms. Complex
fingerprinting patterns were obtained for all isolates from different
sources (milking handlers, cows teats, milk and milk machine) were
very similar, and the data indicated that the isolated were closely related.
In our study, this technic shows to be usefull for investigation in fails
on milk line production and for more efficient control for patogenic
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microrganisms that cause serious illness in humans and animals.
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