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DETECCAO DE MICRORGANISMOS UTILIZANDO A TECNICA DE PCR
EM SEQUENCIAS PALINDROMICAS EXTRAGENICAS REPETIDAS (REP-
PCR) NO MONITORAMENTO DA QUALIDADE DO LEITE DE CABRA EM
SALA DE ORDENHA

RESUMO

O presente estudo foi realizado, com o objetivo de aplicar a técnica de PCR em
sequéncias palindrémicas extragénicas repetidas (REP-PCR) no monitoramento da
qualidade do leite de cabra, através da detecgdo de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus spp., em amostras de mdaos de
ordenhadores, tetos das cabras, leite, ordenhadeira e agua, para o futuro estabelecimento
e implantacdo do sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).
Verificou-se varios fingerprints de todos os isolados coletados das diferentes fontes
estudadas (mdos de ordenhadores, tetos das cabras, leite, ordenhadeira e &gua).
Observou-se comportamentos muito similares das bandas indicando que os isolados
podem ser relatados como clones epidemioldgicos. A agua sem tratamento, utilizada
para a lavagem das méos dos ordenhadores, caracterizou-se como um ponto critico de
controle (PCC), pois se destaca como iniciador de contaminagdo nas amostras
Streptococcus spp., Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,. Outro PCC seria as
méaos do ordenhador, pois nas amostras de Staphylococcus aureus, aparece também
como indicador de contaminacdo. A técnica demonstrou ser eficiente para a analise da
similaridade entre individuos da mesma espécie, no caso, do Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp., Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, sendo, portanto, uma
ferramenta Util para investigacdo de falhas no manejo e consequentemente, na busca de
um controle mais eficiente para evitar ou minimizar a disseminacdo de microrganismos
patogénicos causadores de sérias enfermidades em humanos e animais, que muitas

vezes podem ser transmitidas atraves de produtos como o leite e seus derivados.

Termos para indexacdo: Bactérias, epidemiologia molecular, identidades gendmicas,

Leite de cabra



DETENTION OF MICROORGANISMS USING THE TECHNIQUE OF PCR IN
REPETITIVE EXTRAGENIC PALINDROMIC (REP-PCR) SEQUENCES IN
TRACKING OF THE QUALITY OF GOAT MILK IN MILKING ROOM

ABSTRACT

The present study was carried out, with the objective of applying the PCR
technique in repetitive extragenic palindromic (REP-PCR) sequences in the monitoring
of the quality of goat milk, through the detection of Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa and Streptococcus spp., in samples of milking handlers,
goats teats, milk, milk machine and water, for the future establishment and implantation
of the system of Hazard Analysis Critical Control Points (HACCP). Several fingerprints
was verified of all the isolates collected 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. The
water without treatment, used for the wash milking handlers, it was characterized as a
critical point of control (PCC), because stands out as starter contamination in the
Streptococcus spp., Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa samples. Another
PCC would be the hands of the milking handlers, because in the Staphylococcus aureus
samples, it is also appears as initial point of contamination. The technique demonstrated
to be efficient for the similarity analysis among individuals of the same species, in case,
of the Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa, being, therefore, an useful tool for investigation of fails on management
and consequently, in the search of more efficient control to avoid or to minimize the
spread of pathogenic microorganisms that cause serious illnesses in humans and

animals, and can be transmitted through products as the milk and your products.

Index terms: Bacterias, molecular epidemiology, fingerprints, goat milk.
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1. Introducéo

O desenvolvimento econémico de um pais, além dos determinantes sociais,
culturais e politicos, é favorecido e sustentado pelo conhecimento. Dentro deste contexto de
desenvolvimento, a sociedade brasileira convive com muitos problemas graves, entre eles,
0 de estabelecer e assegurar uma politica nacional voltada para a seguranca alimentar e
nutricional. No entanto, atualmente, registra-se a existéncia de doencas associadas a
pobreza e a desnutri¢do, e aquelas vinculadas a habitos alimentares que afetam geralmente
as populagdes mais pobres, e que também atingem duramente todas as parcelas da
sociedade com expressividade epidemiologica (NARDIN et al., 1997; BRASIL, 2000).

Os problemas alimentares e nutricionais que atingem os paises em desenvolvimento
sdo muitos graves, se caracterizando de dificil solucdo, principalmente em paises, como o
Brasil. Cada vez mais, necessita-se de acdes eficazes, alternativas que atinjam os alvos e
que diminuam a fome. Diante do exposto, acredita-se que a caprinocultura leiteira,
modelada em planos estratégicos, visa consequentemente o seu fortalecimento e sua ampla
expansdo, onde apresentar-se-& como um instrumento capaz de contribuir de forma
significativa, a alcangar os objetivos das politicas de seguranca alimentar e nutricional no
Brasil (QUEIROGA, 2007).

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 os riscos de contaminagdo fisica, quimica ou microbioldgica
(HEESCHEN et al., 1997). Entretanto, pode ajudar na tarefa de inspecdo pelas autoridades
competentes e promover 0 comércio internacional, porque funciona como uma ferramenta
util, onde aumenta a confianca do mercado em termos de seguranca alimentar (FAO, 1999).

Os problemas relacionados a saude de rebanhos leiteiros e & producdo de leite
seguro e de qualidade para a saude do consumidor e de qualidade demandam informacdes
representativas do universo da cadeia de producdo. Para isso, sd0 necessarios estudos
epidemioldgicos que visem a compreensdo do papel da epidemiologia aplicada a saude
animal. A implementacdo do processo APPCC surge como uma alternativa dentro do ciclo
de producdo do leite de cabra apresentado, entretanto, uma série de questdes ainda néo

referenciadas. Uma destas questdes refere-se a falta de informac6es e dados, outras nas
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dificuldades de selecéo dos Pontos Criticos de Controle (PCCs) para um nimero de perigos
bioldgicos 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 saude humana, tais como: Escherichia coli
0157:H7, Staphylococcus aureus., Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, entre
outros.

Assim, técnicas baseadas no uso de primers com fins de tipagem epidemioldgica, tais
como RFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados), REP
(Sequéncias Palindromicas Extragénicas Repetidas), ERIC (Sequéncias Consenso
intergénica Repetidas Enterobacterianas), e BOX-PCR (Elemento Box), estdo sendo cada
vez mais utilizadas para investigacdo de surtos, podendo confirmar e delimitar o
comportamento da transmissdo de um ou mais clones de microrganismos epidémicos, para
testar hipdteses sobre fontes e veiculos de transmissdo destes clones e, por conseguinte
monitorar os reservatorios de organismos epidémicos. A tipagem também contribui para a
sobrevivéncia epidemiologica e avaliagdo de medidas de controle, através da documentacéo
da prevaléncia e circulacdo de organismos epidémicos em populacBes infectadas
(MASLOW & MULLIGAN, 1996; STRUELENS, 1998).

A implementacdo de programas que visem melhorar a qualidade e a seguranga do
leite deve estar fundamentada em informacdes obtidas de forma cientifica, a partir de
amostragem adequada e sempre usando métodos epidemioldgicos laboratoriais de
confianga. As politicas dos governos com relacéo a fiscalizagdo dos alimentos certamente
continuardo a existir, mas a tendéncia é de cada vez mais se associar a processos de gestao,
como o Boas praticas agropecuéarias (BPA), Boas praticas de fabricacdo (BPF) e APPCC,
gue garantam a qualidade e seguranca do alimento ao longo de toda a cadeia produtiva, de
modo que ndo se faga uma inspecdo apenas nos produtos finais, com 0s prejuizos ja
conhecidos. Dessa forma, as industrias, e primeiramente os produtores deverdo incorporar
cada vez mais mecanismos de manuseio adequado do produto que permitam a prevencéo e
controle, das possiveis fontes de contaminacao.

O presente estudo foi realizado, com o objetivo de aplicar a técnica de PCR em
sequéncias palindromicas extragénicas repetidas (REP-PCR) no monitoramento da

qualidade do leite de cabra, através da deteccdo de Staphylococcus aureus, Escherichia
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coli, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus spp., em amostras de maos de
ordenhadores, tetos das cabras, leite, ordenhadeira e agua, para o futuro estabelecimento e

implantacédo do sistema APPCC.
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2. Revisao de Literatura

2. 1. Producéo de leite de cabra

A producdo nacional diaria de leite de cabra esta estimada em torno de 22.000 litros.
O potencial de demanda, mesmo se considerando que clientela para o leite de cabra é
formada por um publico diferenciado €, com certeza, o dobro destes valores de producéo,
havendo, portanto, um déficit de oferta de 22.000 litros de leite por dia. Entretanto, a regido
Nordeste produz diariamente 10.000 litros de leite de cabra, onde corresponde a 45.4% de
toda a producdo nacional. O Estado do Rio Grande do Norte vem se destacando como o
principal produtor, com 8.500 litros de leite por dia, onde no Estado do Ceard, a producéo
de leite diaria chega aos 1.000 litros, sendo que a regido norte do Estado apresenta um
potencial de producdo de 400 litros de leite por dia. Porém, a producdo do Sudeste ¢é de
12.000 litros, o que corresponde a 54.6% de todo o leite de cabra que é produzido no Pais, e
por apresentar uma cadeia produtiva organizada, em termos de processamento industrial e
consequientemente na garantia de comercializacdo do leite e de seus derivados com uma
melhor qualidade, o que garante a evolugéo do setor como um todo (COSTA, 2007).

A producéo e o consumo de alimentos de origem animal vem aumentando desde a
década de 1970 e a previsdo € que, especialmente nos paises em desenvolvimento, essa
tendéncia continue a crescer até 2020, a qual, entre outras consequéncias, podera aumentar
0s riscos a salude humana em razdo do maior consumo de produtos de origem animal
(WHO, 1999). A OMS estima que até 30% da populacdo dos paises industrializados sdo
susceptiveis as intoxicacdes e infeccGes alimentares, estimando-se a ocorréncia de 76
milhGes de surtos, com aproximadamente 325.000 hospitalizacdes e entre 5.000 e 9.000
Obitos, por ano, especialmente nos Estados Unidos, onde muitos surtos envolvem mais de
um pais e alguns, mais de um continente (WHO, 1999).

Os alimentos possuem potencial para veicularem microrganismos patogénicos (e, ou
suas toxinas), em parte porque existem muitos pontos de perigos ao longo da cadeia
alimentar em que a seguranca do alimento pode estar devidamente comprometida

(CULLOR, 1997). Assim, os cuidados com a seguranca alimentar devem comegar,
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principalmente, na fase de producédo, até a chegada do alimento incluindo na mesa do

consumidor.

2. 2. Contaminacéo bacteriana

Algumas das bactérias, de interesse do ponto de vista da seguranca alimentar,
encontram no ambiente de producdo de leite excelente meio de disseminacdo, podendo ser
encontradas nos animais, no Ubere das fémeas e no ambiente. Dentre essas, podemos citar
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.
Esses microrganismos sdo muito pequenos e ndo podem ser vistos a olho nu. Tais bactérias,
com relacdo a contaminacdo, podem ser classificadas em microrganismos contagiosos,
ambientais, oportunistas e outros (PHILPOT & NICKERSON, 1991).

Os Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos que tendem a formar agrupamentos
semelhantes a cachos de uva, sendo amplamente distribuidos na natureza, também fazendo
parte da microbiota normal da pele e mucosas de mamiferos e aves. Esse género é formado,
atualmente, por 32 espécies, dentre estas, o0 Staphylococcus é o mais relacionado a casos e
surto de intoxicagdo alimentar, devido a capacidade da maioria de suas cepas de produzir
enterotoxinas. Na literatura, sdo descritos inimeros surtos de intoxicacdo alimentar
causados geralmente pela ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas estafilococicas pré-
formadas. Em funcédo do risco a saude publica sua presenca representa em alimentos, e em
diversos paises, a obrigatoriedade de sua pesquisa e enumeracdo, como parte das acdes de
fiscalizacdo sanitaria de 6rgaos governamentais (SILVA, 2004).

Segundo LISBOA (1997), ao trabalhar com bactérias Gram negativas e
Staphylococus aureus em servico de alimentacdo hospitalar foi relatado que 39% dos
manipuladores, 31,3% dos utensilios e 92% das superficies de processamento apresentaram
contagens de bactérias Gram negativas acima das especificacbes de contagem padrao
recomendada, onde a contaminacdo por S. aureus também esteve acima das
recomendaces, em 83,3% dos manipuladores, em 50% dos utensilios e em 38,3% das
superficies de contato analisados.

Os Streptococcus sdo cocos Gram-positivos, sendo de maior importancia em

medicina humana e animal (TRABULSI, 2002). A bactéria Streptococcus uberis €
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atualmente um dos principais agentes que causam impactos diretos sobre qualidade do leite.
Esta bactéria pode ser encontrada em diversos locais do corpo do animal, como por
exemplo, na superficie da pele, trato genital, e no solo, dejetos e ambiente onde o animal
permanece (DOGAN & BOOR, 2004). A espécie Streptococcus agalactiae por muito
tempo foi reconhecida como uma das principais causadoras de mastite em animais e que
causa meningites e pneumonias em neonatos e septicemias em humanos.

O género Escherichia compreende as espécies Escherichia coli, Escherichia blattae,
Escherichia fergusonii, Eschirichia hermannii e Escherichia vulneris. Entretanto, a Unica
espécie de maior importancia pratica é a Escherichia coli. Esta bactéria tem sua origem no
animal que chega a sala de ordenha vindo de ambiente contaminado. Estes microrganismos
estdo presentes no esterco, dgua sem tratamento, solo e materiais usados para cama dos
animais. Essa bactéria pode causar infeccdes intestinais, infec¢des urinérias septicemias,
meningites e outros tipos de infecgbes (TRABULSI, 2002).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria tipicamente oportunista, podendo causar
varias doencas. As infeccdes localizadas, em consequéncia de processos cirurgicos ou
gueimaduras, podem resultar em bacteremias severas e fibrose cistica. Essa bactéria
normalmente habita os solos, 4gua, vegetais e pode ser encontrada em equipamentos de
ordenha com processo de sanificacdo ineficiente e solucbes de desinfeccdo adequadas para
tetos contaminadas, onde a mesma pode ser encontrada na pele e tem sido isolada das fezes
e garganta de 3% a 5% dos individuos normais (TRABULSI, 2002). Tal como o0s
coliformes, estes microrganismos produzem uma endotoxina que resulta em toxemia com

aumento da temperatura corpérea.

2. 3. Qualidade do leite

Segundo a Instrucdo Normativa n° 37 do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) entende-se por leite de cabra, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢fes de higiene, de animais da espécie caprinos sadios,
bem, alimentados e descansados. Desde que o animal seja saudavel, o leite ao ser
sintetizado e secretado nos alvéolos do Ubere é considerado estéril. Logo ap6s sua retirada,

manuseio e armazenamento, o leite podera se contaminar pela presenca de microrganismos
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provenientes do ambiente, da pele do animal, maos de ordenhadores e utensilios utilizados
na ordenha. Por ser um 6timo meio de cultura para os microrganismos é que todos 0s
cuidados higiénicos devem ser tomados para que esse alimento mantenha suas
caracteristicas intrinsecas preservadas (CHAPAVAL & PIEKARSKI, 2000).

O leite, contudo, é um produto altamente perecivel, tendo as suas caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas facilmente alteradas pela acdo de microrganismos e pela
manipulacdo a que é submetido. Mais grave ainda é a condicéo de veiculo de doencas que o
leite pode vir a desempenhar, caso ndo haja um conjunto de ac¢Ges preventivas antes de seu
consumo (DURR, 2004).

A qualidade microbioldgica vem se destacando por constituir-se um indicativo da
salubridade da glandula mamaria da fémea em lactacdo, e de um modo geral das praticas
higiénicas adotadas dentro do manejo da propriedade. Esta qualidade pode ser enfocada sob
dois diferentes aspectos: a qualidade industrial e principalmente o risco a satde publica. Do
ponto de vista industrial seria a questdo do pagamento do leite quanto a sua qualidade. Téo
ou mais importante que o pagamento pela composicao é considerar a qualidade higiénica
do leite como determinante do prego para o recebimento do produto. As exigéncias nesse
aspecto sdo cada vez maiores, ja que a tecnologia disponivel, tanto do ponto de vista do
equipamento de ordenha e materiais, como o dos elementos para desinfeccdo, permitem que
0 leite recebido nas fébricas tenha cada vez uma menor incidéncia de bactérias. Uma boa
qualidade do leite do ponto de vista bacterioldgico é essencial para se obter produtos de
excelente qualidade, tanto organoléptica como nutricional. Em alguns casos, como de leites
acidos e queijos, esse aspecto adquire ainda mais relevancia (IBARRA, 2004). Com relagao
a saude publica, se destacam os casos de intoxicacdes alimentares ocasionadas muitas vezes
por ingestdo de alimentos crus ou processados, contaminados por microrganismos atraves
das maos de manipuladores, superficies e equipamentos inadequados (ALMEIDA, 2003).

A mastite € considerada a principal doenca que afeta os rebanhos caprinos leiteiros
do mundo, e aquela que proporciona as maiores perdas econémicas na exploracdo da
atividade como um todo. Para o controle da doenca, € importante que exista um programa
voltado para o diagnostico e monitoramento constante dentro da propriedade rural.
(CHAPAVAL & PIEKARSKI, 2000).
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Alguns fatores devem ser observados para que o leite ndo se contamine pela acéo de
microorganismos que podem prejudicar a qualidade do leite e seus derivados, como, por
exemplo: ordem de ordenha, retirada dos primeiros jatos, lavagem dos tetos, desinfeccdo
dos tetos antes da ordenha, secagem dos tetos, colocacdo das teteiras, desinfecgéo dos tetos
apo6s a ordenha e manejo pos-ordenha, higiene do ordenhador, diagnoéstico de mamite
subclinica e tratamento na secagem (PHILPOT E NICKERSON, 1991; LARANJA,
1995abc).

Existem alguns testes que podem ser utilizados como teste de triagem da saude da
glandula maméria caprina, tais como, o0 CMT (California Mastits Test) que podera ser
utilizado, no entanto, para evitar resultados falso-positivos, devido a fisiologia da glandula
mamaria desta espécie. Esse teste deve estar associado ao exame microbiologico do leite.
Em caprinos, o processo de secrecdo do tipo autocrino resulta em um elevado nimero de
particulas citoplasmaticas e células epiteliais no leite, que sdo constituintes do processo
fisiolégico normal dos animais. Além da mastite, diversos fatores influenciam a CCS
(Contagem de Células Somaticas) do leite caprino, como raca do animal, condicdes
climaticas, nimero de partos, fase da lactacdo, nimero didrio de ordenhas e producédo
individual de leite. Ao contrario da mastite bovina, ha dificuldade em estabelecer um valor
padrdo da CCS para o diagnéstico da mastite caprina, razdo pela qual deva existir a
associacdo de exames diagnosticos (HINCKLEY, 1983; SANTOS, 1990; SHEARER &
HARRIS, 2004).

Os animais ao serem conduzidos a sala de ordenha devem ser organizados de modo
que as fémeas sadias e, principalmente os animais primiparos sejam ordenhados
primeiramente seguidos das fémeas multiparas, fémeas sadias, que ja tiveram mastite e por
ultimo as fémeas doentes. Esse procedimento € realizado com o intuito, de evitar a
contaminagéo cruzada, onde os animais em fase colostral deverdo ser ordenhados antes dos
animais doentes ou, se possivel em unidades separadas ou manualmente (CHAPAVAL et
al., 2006a).

Com relacdo ao procedimento de retirada dos primeiros jatos (3-4 jatos), este devera
ser feito em uma caneca telada ou de fundo preto. Essa pratica auxilia a diagnosticar a

mastite clinica, estimular a “descida” do leite e a retirada dos primeiros jatos de leite que
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apresentam uma maior concentragdo microbiana. (CHAPAVAL & PIEKARSKI 2000;
CHAPAVAL et al, 2006a).

A pratica da lavagem dos tetos em agua corrente devera ser evitada sempre que
possivel, a mesma deve ser utilizada nos casos em que as cabras chegam na sala de ordenha
com as tetas sujas, visualmente, de forma evidente (placas de esterco, barro etc). Caso

contrario recomenda-se que ndo seja utilizada dgua na preparagédo da cabra para ordenha.

A imersdo dos tetos em solucdo desinfetante, também conhecida como pré-dipping,
é uma pratica relativamente recente. Os estudos apontam que essa medida possibilita uma
reducdo de até 50% na taxa de novas infecfes da glandula maméria, causada por patégenos
ambientais, onde deve-se fazer a imersdo completa dos tetos. Os produtos mais tradicionais
utilizados sdo: hipoclorito de Sédio 2% e solucdo de lodo a 0.3% do principio ativo
(BAGLEY, 1997; CHAPAVAL & PIEKARSKI, 2000).

A secagem completa dos tetos com papel toalha descartavel é importante devido ao
risco de contaminacdo do leite pelo uso de desinfetantes sendo a boa secagem dos tetos
responsavel pela ndo ocorréncia de deslizamento de teteiras, que € um dos principais
fendmenos determinantes de novas infecdes intramamarias. As pesquisas demonstram que
a utilizacdo de toalhas descartaveis proporcionaram uma reducdo de 75% no ndmero de
bactérias que colonizam o teto ap6s a secagem dos mesmos. Um aspecto importante a
destacar-se neste ponto € que somente se deve executar a secagem dos tetos depois de
decorridos 30 segundos da aplicacdo do desinfetante, pois esse € o tempo de agdo exigido
pela maioria dos produtos fornecidos (BAGLEY, 1997).

Com relacdo as teteiras estas devem ser colocadas no maximo 1 min 30 seg apos a
retirada dos primeiros jatos (massagem dos tetos). Dessa forma, otimiza-se a acdo da
ocitocina, o que proporciona uma ordenha mais rapida e completa.

As teteiras devem ser colocadas permitindo-se a menor entrada de ar possivel, o que
é obtido, abrindo-se o registro de vacuo somente quando j& estiver com o conjunto de
teteiras embaixo da cabra. Logo cesse o fluxo de leite, deve-se proceder a retirada das
teteiras. Para tal é essencial que seja fechado o registro de vacuo, pois caso contrario ha
uma grande predisposicdo a ocorréncia de lesdes nos tetos e no esfincter. Muitos
ordenhadores tém por habito fazer massagem no Ubere e pressionar o conjunto de teteiras

para baixo no final da ordenha, com a finalidade de fazer uma esgota mais completa. Nesse
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caso, a massagem é desnecessaria e a pressao do conjunto pode ser executada desde que de
forma suave e por apenas alguns segundos (CHAPAVAL & PIEKARSKI 2000;
CHAPAVAL et al, 2006a).

A prética isolada mais importante de controle de novas infeccdes intramamaérias € a
desinfeccdo dos tetos ao final da ordenha. A imersdo dos tetos deve ser completa, isto é,
pelo menos 2/3 dos tetos devem ser imersos completamente na solucdo desinfetante
aplicada. Dessa forma, o melhor método de aplicacdo é através do uso de canecas para
imersdo de tetos, especialmente as do modelo sem retorno (“one way”), que impedem o
retorno da solucdo ap6s a aplicacdo. O uso de spray geralmente estd associado a uma
cobertura incompleta dos tetos com a solugédo desinfetante (CHAPAVAL & PIEKARSKI
2000; CHAPAVAL et al, 2006a).

A duracdo em que uma cabra permanece no periodo seco influi de forma
significativa sobre sua préxima lactacdo, seja pelo rendimento obtido na lactagéo
subseqliente, sobre o crescimento e desenvolvimento do feto no tego final da gestacdo. O
periodo de descanso, quase sempre recomendado, é em torno de 60 dias antes da pari¢éo,
tanto para cabras quanto para vacas, porém alguns estudos demonstram que um periodo em
torno de 45 dias podera ser recomendado para as cabras.

Existem varios métodos para secagem das cabras, 0s quais dependem da producgédo
individual de cada animal, e dos diferentes manejos de cada propriedade em questdo. A
secagem dos animais devera comecar em torno de 10 semanas antes do parto, devendo a
cabra estar completamente seca em torno de 8 semanas antes do parto ou quando apresentar
producéo inferior a 400g de leite por dia, em dois controles leiteiros. (ALVES & COX,
1998; SILVA et al., 2001).

2. 4. Boas praticas agropecuarias (BPA) e analise de perigos e pontos criticos de
controle (APPCC) como ferramentas para o controle da qualidade na producao

de leite de cabra

Atualmente, aceita-se que qualquer iniciativa que tenha por finalidade garantir a
inocuidade e melhoria da qualidade dos alimentos deve estar focalizada no controle dos

perigos potenciais de contaminacao, e nos alimentos que proporcionam maior risco a saude



22

individual e coletiva. Porém, os métodos atuais de inspe¢cdo ndo sdo satisfatorios, eles
foram concebidos com o objetivo de identificar problemas decorrentes de décadas passadas,
mas que, nos dias de hoje, deixaram de ser 0s perigos mais sérios relacionados com o0s
alimentos. No entanto, é chegada a hora dos pecuaristas comegarem a tomar medidas
concretas de controle, visando eliminar 0s microorganismos patogénicos da cadeia
alimentar. Com isso, € necessario dar énfase ao desenvolvimento e implementacdo de
medidas preventivas para o controle desses riscos potenciais, através da colaboracdo entre
as autoridades governamentais e 0s setores responsaveis da industria de alimentos. Estas
medidas de controle sdo as Boas Préaticas Agropecuéarias (BPA), que antecedem a Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle - APPCC ou HACCP (da sigla em inglés para
Hazard Analysis Critical Control Points), um processo cientifico que representa o que ha de
mais moderno na atualidade, e que tem por finalidade construir a inocuidade nos processos
de producdo, manipulacdo, transporte, distribuicdo e consumo dos alimentos. No entanto,
0s paises desenvolvidos comecaram a aplicar as BPA e o sistema HACCP, sempre com 0
intuito de assegurar a inocuidade de pescados, carnes e derivados e, em um futuro muito
breve, esse sistema devera se estender a todos os alimentos hortifrutigranjeiros
(ALMEIDA, 2004).

Para que as boas préticas na producdo de leite de cabra sejam implantadas na
propriedade, os animais precisam ser saudaveis e estd em condi¢cfes aceitaveis. Para atingir
esta meta, produtores de leite de cabra precisam aplicar as Boas Praticas Agropecuarias nas
seguintes areas: saude animal, higiene da producdo de leite, alimentacdo animal incluindo a
agua, bem-estar animal, instalacbes, meio ambiente e um acompanhamento técnico
(CHAPAVAL & ALVES, 2006b).

O APPCC é um sistema preventivo, que busca a producdo de alimentos in6cuos e
com melhores caracteristicas competitivas. Esse sistema esta embasado na aplicacdo de
principios técnicos e cientificos na producdo e manejo dos alimentos, desde o campo até a
mesa do consumidor. Os principios do APPCC séo aplicaveis a todas as fases da producéo
de alimentos, incluindo a agricultura basica, a pecuaria, a industrializacdo e manipulacdo
dos alimentos, o0s servicos de alimentagéo coletiva, os sistemas de distribuicdo e manejo e a
utilizacdo do alimento pelo consumidor (SPEXOTO, 2003).
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Uma definicdo pratica de APPCC deve destacar que este conceito engloba todo tipo
de fatores de risco ou perigos potenciais a inocuidade dos alimentos - bioldgicos, quimicos
e fisicos - sejam os que ocorrem de forma natural no alimento, no ambiente ou sejam
aqueles decorrentes de erros no processo de fabricagdo. Enquanto os perigos quimicos séo
os mais temidos pelos consumidores (agrotéxicos) e os perigos fisicos 0s mais comumente
identificados (pélos, fragmentos de osso ou de metal, material estranho), os perigos
bioldgicos sem destacam como os mais sérios, do ponto de vista de satde publica.

O sistema APPCC é um enfoque sistematico para a inocuidade dos alimentos, que é
constituido basicamente de sete principios ativos (ALMEIDA, 2004):

1. Identificar os perigos, estimar os riscos e estabelecer medidas para controla-los.

2. ldentificar os pontos onde o controle é critico para 0 manejo da inocuidade do alimento.

3. Estabelecer critérios de controle (Limites Criticos) a cumprir nesses pontos criticos.

4. Estabelecer procedimentos para vigiar mediante a monitorizacdo o cumprimento dos
critérios de controle.

5. Definir os corretivos a aplicar quando a vigilancia indica que ndo se satisfazem o0s
critérios de controle.

6. Manter um sistema de registros e documentagéo sobre o sistema.

7. Estabelecer procedimentos para verificar o correto funcionamento do sistema.

A analise de Perigos serve para definir as medidas preventivas que controlardo os
perigos identificados, para proceder a um eventual redesenho do processo e para determinar
0s pontos criticos de controle (PCC). Os PCC definidos na analise serdo aqueles pontos do
processo onde a aplicacdo de uma medida de controle elimina ou reduz o perigo a um nivel
aceitavel, ou seja, onde ndo signifique um problema de satde para o consumidor. Uma boa
analise de perigos nos facilitard determinar as etapas realmente criticas para a inocuidade
do produto, ja que na pratica o ideal ¢ manté-los em um minimo, de forma que possa dar a

maxima atencdo as medidas preventivas essenciais para a inocuidade (ALMEIDA, 2004).
2. 5. Andlise de agrupamentos e tipagem epidemioldgica

Os fen6menos naturais sdo estreitamente influenciados e associados a diversos

efeitos. Deste modo, sua mensuracdo e expressdo, devem ser concordantes com este
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paradigma. Técnicas como o agrupamento (cluster analysis) apresenta a vantagem de
reduzirem o espaco multidimensional a uma medida de distancia entre 0s objetos,
representando esta em um espaco bidimensional, muito mais simplificado do que o espaco
multidimensional (CORMACK, 1971; MARDIA, KENT & BIBBY, 1995). Esta
capacidade de sumarizacao € o grande atrativo desta técnica multivariada, o que lhe confere
grande aplicabilidade e difusdo em diversos ramos da ciéncia (EVERITT, 1979; MANLY,
1994).

Como resultado da andlise de agrupamento, tem-se o dendograma, que representa o
arranjo entre os objetos em uma escala de distancia. Este arranjo indica apenas afinidade
entre os grupos, ndo definindo nenhuma ordenacgdo entre estes. O carater heuristico do
resultado da analise de agrupamento é indicado pelas inferéncias cabiveis: (i)
esclarecimento de um dado fendmeno avaliado, (ii) geracdo de novas hipdteses, (iii)
planejamento e organizacdo de uma estrutura, baseada na disposicdo dos objetos e (iv)
confeccdo de uma lista de categorias ou objetos afins (CORMACK, 1971).

A técnica de agrupamento em si apresenta um apelo visual significativo; deste
modo, a apresentacdo grafica de similaridade ou dissimilaridade entre os objetos e mais
especificamente de grupos de objetos afins mais polarizados, o que contribui como forte
critério de decisdo (LEBART, MORINEAU & WARWICK, 1984; KRUSKAL &
LANDWEHF,1993).

Mesmo com este carater heuristico e profundamente subjetivo, trés caracteristicas,
baseadas no procedimento fenético, sdo requeridas para a execugdo de uma analise de
agrupamento efetiva e consistente (SNEATH & SOKAL, 1973), a saber: (i) objetividade,
através da qual experimentador subseqiiente deve obter as mesmas conclusdes de um
experimentador original, (ii) estabilidade, através da qual a analise subsequente deve
refletir as mesmas conclus@es ou padrdes da analise original, dada a inclusdo de uma nova
variavel ou caracter e (iii) preditibilidade, que promove inalteracdo do padrdo ou conclusao
iniciais, em uma andlise subsequente, dada a inclusdo de uma nova caracteristicas sao
cumpridas na integra, categoria. De modo geral, estas caracteristicas sdo cumpridas na
integra, garantindo a determinacdo da estrutura latente de um fenémeno, onde

comportamento deste, o que é a base do pensamento cientifico atual (DOLBY, 1982).
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A analise de agrupamento situa-se como uma técnica individuo-dependente, na qual
valores de distancias, sob a forma de matrizes, entre os objetos séo arranjados. A estimacao
de parametro ndo é requerida, neste caso, o que lhe ratifica o carater ndo-probabilistico
(CHATFIEL & COLLINS, 1986). O fracionamento de um conjunto de dados, de unidades
de observacdo ou casos em subconjuntos ou grupos homogéneos é objetivo principal desta
analise, definido-se, assim, uma maior homogeneidade dentro do subconjunto e maior
heterogeneidade em relacdo a outros subconjuntos (FISHER, 1958; MARDIA, KENT &
BIBBY, 1995). Desta forma, agrupamento € a disposicdo ndo necessariamente ordenada
entre 0s objetos, os subconjuntos formados ndo tributam nenhuma informagéo a ndo ser
afinidade latente (CORMACK, 1971; EVERITT, 1981).

Na técnica de agrupamento as distancias sdo medidas utilizadas para a representacédo
dos pontos na estrutura de similaridade. Dentre os niveis de mensuragdo das variaveis mais
comumente utilizados, tém-se 0s nominais, para os quais o atributo é um caracter que pode
ser codificado de modo binario, assinalando (0) para a auséncia e (1) para a presenga.

De modo geral, as distancias nominais recebem a denominacdo de coeficientes ou
indices, ja que estas ndo satisfazem a desigualdade triangular, o que ndo lhes confere a
legitimidade de distancias (ORLOCI, 1966).

Dada a exclusividade, o carater extrinseco refere-se a uma separacgdo inicial das
categorias de objetos, como objetivo de determinar quais as afinidades e diferencas dos
objetos previamente selecionados. Estudos epidemioldgicos, utilizando a estrutura a caso
controle, assinalam este carater.

Sistemas de tipagem epidemioldgica podem ser usados para investigacoes de surtos,
para confirmar e delinear comportamentos de transmissdo de um ou mais clones
epidémicos, para testar hipoteses sobre fontes e veiculos de transmissdo destes clones e
para monitorar reservatorios de organismos epidémicos (STRUELENS, 1998). A tipagem
também contribui para a vigilancia epidemiolégica e avaliacdo de medidas de controle,
através da documentacdo da prevaléncia através do tempo e circulacdo de clones
epidémicos em populacbes infectadas. Diferentes demandas serdo necessarias para
aplicacdes distintas (MASLOW & MULLIGAN, 1996; STRUELENS et al., 1996).

A premissa basica para a tipagem epidemioldgica € que isolados (agentes

infecciosos) que sdo parte da mesma cadeia de transmissdo sdo relatados como clones, que
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sdo a progénie da mesma célula ancestral. Existem extensas diversidades genotipicas e
fenotipicas entre a mesma espécie de populacbes de patdgenos microbianos. Esta
diversidade reflete a divergéncia evolucionaria originada das mutacdes e do fluxo génico.
(STRUELENS, 1998). Isolados relatados como clones, significantemente, exibem muitos
caracteres similares que aqueles ndo relatados. Estes caracteres distintos, chamados
marcadores epidemioldgicos, sdo registrados atraves de sistemas de tipagem o0s quais sdo
desenhados para otimizar a discriminacdo entre isolados de interesse patogénicos
epidemiologicamente relatados ou ndo (MASLOW & MULLIGAN, 1996; STRUELENS et
al., 1996). O limiar do marcador de similaridade de um clone deve ser ajustado para a
especie em estudo, o sistema de tipagem usado, a pressdo de selecdo do ambiente e o tempo
e a extensdo espacial do estudo (STRUELENS et al., 1996).

DNA repetitivos, 0s quais ocorrem em grandes quantidades em células eucaridticas,
tém sido identificados de forma crescente em procariotos. Em genomas eucarioticos, este
DNA repetitivo é frequentemente associado com regides codificadoras e consequentemente
sdo locados, primariamente, em regides extragénicas. DNA repetitivo consiste em regides
homopoliméricas simples de um mesmo tipo de nucleotideo [poly(A), poly(G), poly(C),
poly(T)], ou de um pequeno ou grande numero de muitas classes multiméricas repetidas.
Estas repeticdes multiméricas sdo construidas de unidades idénticas (repeticdes
homogéneas), unidades misturadas (repeticbes heterogéneas), ou seqiiéncias degeneradas
de repeticdes. Sequéncias pequenas repetitivas ocorrem em muitas dos milhdes de cdpias
dispersas através do genoma de muitos, sendo todos, eucariotos (RADEMAKER & DE
BRUJIN, 2003). Estas sequiéncias de elementos mostram hipervariabilidade entre
individuos, separadamente, e 0 mapeamento genético pode ser usado para preparar
“impressbes digitais” que sdo especificas para um individuo (RADEMAKER & DE
BRUJIN, 2003). Contudo estas sequéncias foram inicialmente definidas como
microsatélites de DNA, consistindo de pequenas sequéncias repetitivas (SSRS) ou
sequéncias proximas repetitivas (STRs) (NAKAMURA et al., 1987; NAKAMURA et al.,
1988; RADEMAKER & DE BRUJIN, 2003). Em células eucaridticas, SSRs estdo
associadas com fungdes regulatorias. Desde que DNA repetitivos apareceram,
inexplicavelmente, em abundancia em genomas de células procaridticas (VOGT, 1990;

NADIR et al.,, 1996), a identificacdo e a analise funcional do DNA repetitivo em
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procariotos é tema de estudos experimentais. A presenca de SSRs procaridticas é bem
documentada, e algumas SSRs mostram polimorfismos extensos.

A identificacdo e classificacdo de bactérias sdo de crucial importancia no ambiente,
na inddstria, na medicina, na microbiologia da agricultura e na ecologia microbiana. Um
nimero de diferentes métodos genotipicos e fenotipicos estdo sendo empregados para
identificacdo e classificacdo microbiana (LOUWS et al., 1996). Cada um destes métodos
permite um certo nivel de classificacdo filogenética, para género, espécies e biovar de uma
cepa. Todavia, cada método tem suas vantagens e desvantagens, em consideracdo a
facilidade de aplicacdo, reprodutibilidade, requerimentos de equipamentos e nivel de
resolucdo (AKKERMANS et al., 1995).

Geralmente, métodos baseados em DNA estdo surgindo como vias confidveis,
simples e acessiveis para identificar e classificar microrganismos (RADEMARKER & DE
BRUIJN, 2003). De fato, a designacdo de género/espécies tem sido baseada,
tradicionalmente, em métodos de hibridizacio DNA-DNA (WAYNE et al., 1987) e a
filogenia moderna sdo substancialmente baseadas na analise da seqtiéncia do 16S (WOESE,
1987). O método referido como REP-PCR, “impressao digital” do genoma, uma técnica
baseada na amplificagdo do DNA, é tida como uma técnica extremamente confiavel,
reprodutivel, rapida e altamente discriminatoria (VERSALOVIC et al., 1994; LOUWS et
al., 1996).

Esta técnica de “impressdo digital” do genoma faz uso de primers de DNA
complementares aqueles de ocorréncia natural, altamente conservado, com sequéncias
repetitivas de DNA, presente em multiplas copias do genoma da maioria das bactérias gram
negativas e em muitas bactérias gram positivas (LUPSKI & WEINSTOCK, 1992). Trés
familias de sequéncias repetitivas tém sido identificadas, incluindo sequiéncias repetitivas
extragénicas palindromicas (repetitive extragenic palindromic sequence — REP) com 35-
40bp, sequéncias consenso intergénica repetitivas enterobacterianas com 124-127bp e
elemento BOX com 154bp (VERSALOVIC et al., 1994). Estas seqiiéncias parecem estar
locadas em diferentes, posicdes intergénicas ao redor do genoma. Os elementos repetitivos
podem estar presentes em ambas as orientacGes e primers de oligonucleotideos tém sido
desenhados para priorizar a sintese externa de DNA de repeti¢des inversas de REP, ERIC e
da subunidade boxA de BOX, na reacdo em cadeia do polimerase (PCR) (VERSALOVIC
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et al.,, 1994). O uso destes primers e a PCR leva a amplificacdo seletiva de regides
gendmicas distintas locadas entre os elementos REP, ERIC e BOX. Os protocolos
correspondentes sdo referidos como REP-PCR, ERIC-PCR ou BOX-PCR fingerprint
(“impressdo digital”) gendmico; e para o fingerprint gendmico é chamado, de forma geral,
de Rep-PCR fingerprinting gendmico (VERSALOVIC et al., 1991; 1994). Os fragmentos
amplificados podem ser visualizados em gel de agarose, produzindo um perfil referido
como Rep-PCR fingerprinting (“impressdo digital”, identidade) genémico (VERSALOVIC
et al., 1994). As identidades genémicas geradas pelas técnicas de Rep-PCR permitem a
diferenciacdo em nivel de espécies, subespécies e cepa (RADEMAKER et al, 2003).

Diversos trabalhos tém relatado a composi¢do da microbiota humana. Dentre os
microrganismos Gram positivos, os Staphylococcus destacam-se como importante grupo,
cuja presenca se faz observar, sobretudo na pele e mucosas do homem estendendo-se, de
forma generalizada, a animais de sangue quente (KLOOS & MUSSELWHITE, 1975;
KLOSS et al., 1976; KLOOS, 1980; KLOOS & SCHLEIFER, 1986). Ainda que possa
colonizar-se em diferentes regifes do organismo, existe um consenso de que 0S maiores
reservatorios para S. aureus sejam as fossas nasais. A presenca na mao e outras superficies
resulta de vinculo epidemioldgico decorrente de disseminacao a partir dos principais sitios
(MUNCH-PETERSEN, 1961; WILLIAMS, 1963; MALAKI et al., 1973; CARDOSO et
al., 1988, RADDI et al., 1988).

Fato a se ressaltar € a natureza ubugquitaria dos Staphylococcus, principalmente S.
aureus, que, a partir do homem, torna-se facilmente disseminavel até aos alimentos,
distribuindo-se também no ambiente e podendo ser localizados no ar, poeira e aguas de
esgoto e, ai, virem a constituir problemas.

Assim o portador de Staphylococcus enterotoxigénicos, enquanto manipulador de
alimentos, trabalhador de sala de ordenha, representa indiscutivel elo na cadeia
epidemioldgica da intoxicacdo alimentar (BRYAN, 1978; BRYAN, 1980; BERGDOLL,
1989; CRUICKSHANK, 1990; IARIA et al., 1976; TRANTER, 1990).

E de conhecimento comum que animais podem desenvolver infeccdes
estafilococicas e, também, muitos carreiam 0 microrganismo nas narinas € outros sitios
anatdmicos. Estudos a respeito da enterotoxigenicidade de Staphylococcus estéo limitados a

algumas poucas espécies animais e portadores sao considerados menos importantes, uma
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vez que a maior causa de intoxicacdo alimentar é decorrente de contaminagdo por
manipuladores (PEREIRA, 1996). Isto pode ser explicado pelo fato de que os surtos séo
resultantes de contaminacdo e crescimento do microrganismo no alimento, apds este ter-se
submetido a tratamento térmico, propiciando ai, com a reducdo ou eliminacdo da
microbiota presente, a produgdo de enterotoxinas. Assim, leite e carnes cruas encontram-se
freqlientemente contaminadas com Staphylococcus, mas estes sdo destruidos pelo
tratamento térmico e, se porventura este é aplicado de maneira ineficaz, a propria
microbiota acompanhante é na maioria das vezes capaz de impedir, como fracos
competidores que sd@o o desenvolvimento de Staphylococcus presentes (BERGDOLL,
1989).
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3. Material e Métodos

O presente estudo foi conduzido na Embrapa Caprinos, em Sobral-CE, na Regido
norte do Estado do Ceara a 66m de altitude, 3°41°10” latitude Sul e 40° 20’90 longitude
Oeste com tempeatura média de 29°C (IPECE, 2003), no periodo de agosto de 2005 a
janeiro de 2006.

Para a obtencdo das cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Streptococcus
spp., Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa utilizadas neste estudo utilizou-se 15
fémeas caprinas da raca Saanen, em inicio de lactacdo, as quais foram ordenhados duas
vezes ao dia, utilizando-se a ordenha mecénica, sendo submetidos a higienizacao do Ubere,
pré e poés-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 méos dos ordenhadores (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 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 caracteristicas) em meios de cultura seletivos para cada bactéria em questao
(&gar Baird Paker para Staphylococcus aureus, agar Sangue acrescido de suplemento para
Streptococcus spp., agar Mac Conkey para Escherichia coli e 4gar Base Pseudomonas
acrescido de suplemento CFC para Pseudomonas aeruginosa - OXOID®, England) (Figura
1), foram inoculadas em tubos tipo Falcon de 15 mL, em 5 mL de caldo cérebro coragédo
(BHI) durante 18 horas a 37°C (cinco c6lonias identificadas como caracteristicas, para cada

amostra semeada) - (Figura 2), priorizando a extracdo do DNA da populacédo a ser estudada.
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Figura 1. Placas de Petry com meios de cultura seletivos para cada bactéria estudada: agar
Baird Parker (BP) para Staphylococcus aureus, dgar Mac Conkey (MC) para
Escherichia coli, agar sangue + suplemento para Streptococcus spp. e agar
Pseudomonas + suplemento (PS) para Pseudomonas aeruginosa.

Todas as cepas foram testadas para morfologia através do teste de Gram e
bioquimicamente para funcdo através do kit comercial APl Staph, API Strep, API 20NE e

API 20E (bioMérieux®) Figura 2.

Figura 2. Sistema de identificacdo de géneros e espécies bacterianas api bioMérieux
(bioMérieux Vitec, Inc. USA).
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Para extracdo de DNA das cepas bacterianas utilizou-se o protocolo proposto por
CHAPAVAL et al.(2006¢), onde uma quantidade de 2,5 ml de cultura da populacédo
bacteriana (para cada amostra semeada foram escolhidas 10 coldnias tipicas, como ja
descrito no item anterior) crescida em meio BHI por 18 horas a 37°C foram precipitados
em tubos de microcentrifuga com 1,7 ml através de um pulso de centrifugacdo a 14.000
rpm. O sobrenadante foi eliminado e este processo foi repetido até que todo o volume (2,5
ml) fosse precipitado. Ao pellet obtido foram adicionados 700ul de tampé&o de extragéo (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 solucdo foi misturada em vortex e
incubada por 30 minutos a 65°C em banho-maria, sendo misturada gentilmente a cada 10
minutos. Foram acrescentados 650 ul de cloroférmio: &lcool-isoamilico (24:1), a solucdo
foi homogeneizada até formar uma emulséo e centrifugada a 14.000 rpm durante 7 minutos.
A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e foi adicionados 200ul de tampdo de
extracdo sem Proteinase K, homogeneizado, 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:éalcool-isoamilico (24:1) foi
repetido por mais duas vezes até que a fase aquosa adquirisse aparéncia transllcida. 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 entéo
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 pellet foi seco em temperatura ambiente por 30
minutos e ressuspendido em 40 ul de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0 +
10 pg/ml de RNAse) e deixado em banho-maria a 37°C por 30 minutos.

A sintese de oligonucleotideos foi elaborada pela Bio Global Com. Ltda., Curitiba,
Parang, 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’e
ERIC - 1: 5" ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA CERIC 3" - 2: 5 AAG TAA GTG
ACT GGG GTG AGC C 3" e BOX (BOX - 3":5" CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC
G) descritas por DE BRUIJIN (1992).
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Sequencialmente o PCR (Reagdo em cadeia de polimerase) foi realizado com 25 pl
do volume total incluindo 5 pl 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
instrucbes do fabricante. Os DNA alvo (maximo de 5 ul) foram amplificados em
termociclador Gene Amp® PCR System 9700 (Perkim Elmer) com os seguintes ciclos:
para REP, desnaturacéo inicial 95°C por 6 minutos seguida por 30 ciclos de amplificacdo
(desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 40°C por 1 minuto, polimerizagéo a 65°C
por 8 minutos), terminando com a polimerizagédo final a 65°C por 7 minutos; para ERIC
desnaturacdo inicial 95°C por 7 minutos seguida por 35 ciclos de amplificacdo
(desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 52°C por 1 minuto, polimerizagéo a 65°C
por 8 minutos), terminando com a polimerizagdo final a 65°C por 7 minutos. Para o
elemento BOX, desnaturagdo inicial 95°C por 6 minutos seguida por 30 ciclos de
amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 53°C por 1 minuto,
polimerizacdo a 65°C por 8 minutos), terminando com a polimerizacdo final a 65°C por 7
minutos

Com o intuito de realizar deteccdo dos produtos de PCR, 8ul do produto
amplificado pela reagdo de PCR e observado atraves 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 [Nay], 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 condigdes de 70 V por 2 horas.

A analise das similaridades entre as cepas foi baseada na presenca ou auséncia de
bandas especificas na anélise da reacdo de PCR, onde diferencas 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 migracdo. Quando ndo houve possibilidade de comparacgéo

entre migracdo de bandas semelhantes, os isolados foram considerados diferentes. Uma
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matriz de similaridade foi obtida através de compara¢des usando um coeficiente simples de
similaridade (coeficiente de Jaccard). Para esta analise o programa utilizado foi 0o 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).

Apols 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.

4. Resultados e Discusséo

Os géis de agarose obtidos para as analises da similaridade genética estdo

representados pela Figuras 3, 5, 7, 9 onde, observa-se os produtos da tipagem obtidos
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através do uso da técnica de REP-PCR com primers REP para os isolados de
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., e primers ERIC para Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. O primer referente ao elemento BOX foi
testado, porém ndo reproduziu um comportamento de bandas satisfatério para a analise de
similaridade neste estudo. Em geral, os modelos das bandas dos isolados das diferentes
fontes (leite, teto, teteira, mdo do ordenhador e &gua) foram similares, para algumas
bactérias em questdo, inferindo que os isolados sdo estreitamente relacionados. Foram

similares, porém nem sempre idénticos.

M1T2 3456 78 010101213145 161718 102122 23 242526 27282030 313233 34 35 M

Figura 3. Gel de agarose com os produtos de REP-PCR gerados a partir de amostras de
Estaphylococcus aureus e M = marcador molecular (1 Kb).

O comportamento das bandas maiores que 300pb até 10.000pb obtidas através do
uso de primer REP da Figura 3 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 Tabela 1 de acordo

com o dendograma gerado (Figura 4).

Tabela 1. Amostras de Staphylococcus aureus, fonte, periodo de coleta e agrupamentos

(cluster) correspondentes.
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Amostra Fonte Periodo Agrupamento
(cluster)
R1 MAO INICIO
R21 TETO FINAL
R24 LEITE INICIO
R27 LEITE MEIO 1
R25 LEITE INICIO
R26 LEITE INICIO
R29 LEITE MEIO
R28 LEITE MEIO
R12 TETO MEIO 2
R30 LEITE FINAL
R2 MAO MEIO
R15 TETO MEIO
R23 LEITE INICIO
R3 MAO FINAL
R9 TETO INICIO 3
R31 LEITE FINAL
R32 LEITE FINAL
RS TETO INICIO
R33 LEITE FINAL
R6 TETEIRA FINAL
R10 TETO INICIO
R18 TETO FINAL 4
R4 TETEIRA INICIO
R5 TETEIRA MEIO
R11 TETO INICIO
R7 TETO INICIO
R20 TETO FINAL 5
R13 TETO MEIO
R14 TETO MEIO
R16 TETO MEIO
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Verificou-se no cluster 1, similaridades que variavam entre 75 e 100%. A amostra

R1 que corresponde mao ordenhador no inicio do procedimento de ordenha mostrou-se, em

aproximadamente 80% similar as amostras R21 (teto final), R24 (leite inicio) e R27 (leite
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meio) que por sua vez sdo idénticas entre si (100% de similaridade) e 90% similares as
amostras R25 (leite inicio), R26 (leite inicio) e R29 (leite meio), também 100% similares
entre si. Nesta situacdo, observou-se a presenca de varios clones (100% de similaridade) e
pode-se inferir através da similaridade genética, que provavelmente o leite inicialmente
contaminado passa para mao do ordenhador, e 0 mesmo torna-se fonte de contaminagéo
para as amostras presentes no mesmo cluster.

Verificou-se no cluster 2, similaridade de aproximadamente 85% entre as amostras
de swab de teto coletada no meio da ordenha (R12) e amostra de leite coletada no final da
ordenha (R30).

No cluster 3, observou-se similaridades entre as amostras que variaram de 75 a
100%, a amostra R2 (swab da mdo do ordenhador coletado no meio da ordenha) possuli
similaridade de aproximadamente 95% para com as amostras R15 (teto do meio) e R23 (
leite do inicio da ordenha), que por sua vez sdo 100% similares entre si. Ainda no cluster 3,
as amostras R9 (swab do teto do inicio), R31 e R32 (amostras de leite do final da ordenha,
respectivamente) que se mostraram 100% similares entre si, indicando contaminacdo no
momento inicial da ordenha sendo transmitida até o final da mesma, conforme situacédo
relatada anteriormente no cluster 1. Com relagdo as amostras R8 (swab de teto coletadas no
inicio da ordenha e R33 (de leite coletada no final da ordenha) o indice de similaridade foi
de aproximadamente 90%.

Observou-se no cluster 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 cluster 5 da Tabela 1, apresentou um indice de similaridade variando
entre 60 e 75%, onde 0 mesmo reune amostras de tetos do inicio, meio e final da ordenha e
uma amostra de swab da teteira. Com excecdo do cluster 5, os demais clusters néo
demonstraram grandes variagdes nos indices de similaridade .

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 séo considerados importantes

reservatorios destes organismos.
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Segundo Wieser & Busse (2000), a REP-PCR é uma excelente ferramenta para a
rapida identificacdo de cepas de Staphylococcus epidermidis, em nivel de espécie;
concordando com os relatos de Struelens, 1998; Van Der Zee et al., 1999; Niedbach, 2000 e
Nascimento et al., 2005 que afirmaram que esta técnica gera perfis moleculares com alto
grau de similaridade e alta resolucdo e que podem ser obtidos em torno de 48 horas a partir
de isolados de cultura microbiologica. Portanto verificamos que os resultados encontrados
no presente estudo estdo coerentes com os relatados na literatura.

Nascimento et al. (2005), em um estudo com 21 isolados de S. aureus produtores de
bacteriocinas provenientes de diferentes fontes (alimentos, pacientes, gado saudaveis e
animais envolvidos em casos de mastite bovina), reportaram o uso da técnica de REP-PCR
para a localizacdo de cepas transmissoras (verticais) de plasmideos codificadores de
bacteriocinas. Van Der Zee et al. (1999) concluiram que a genotipagem atraves e REP-PCR
pode ser um método facil e rapido para monitorar infecgdes de S. aureus devido ao seu alto
poder de resolucdo e de facil execugdo, sendo, portanto uma técnica rapida de diagnostico,
gerando alta reprodutibilidade e comportamentos discriminatorios. A técnica mostrou-se
reprodutivel, gerando comportamentos discriminatorios de alta qualidade, tipabilidade e
estabilidade para que em tempo habil, falhas no manejo sejam detectadas e corrigidas.

Segundo Struelens (1996) e Maslow & Mulligan (1996) a analise de similaridade
molecular contribuem para vigilancia epidemiologica uma vez que é possivel a
documentacdo dos clones epidémicos atraves do tempo e, a circulagdo destes em
populacdes 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
contaminagéo e disseminagdo de doengas infecciosas. Reafirmando assim, a importancia de
estudos como este.

O comportamento das bandas entre 300pb e 10.000bp obtidas através do uso do
primer REP da Figura 5 para Streptococcus spp. demonstrou similaridade entre 85% dos
isolados diferenciando-se as cepas dentro de cinco clusters distintos conforme Tabela 2 e
dendograma gerado na Figura 6.
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Figura 5. Gel de agarose com os produtos de REP-PCR gerados a partir de amostras de
Streptococcus ssp. e M = marcador molecular (1 Kb).

No cluster 1, a amostra R1 (4gua sem tratamento) utilizada para a lavagem das maos
do ordenhador mostrou-se aproximadamente 90% similar as amostras R8 (swab de teto) e
R23 (leite do inicio da ordenha respectivamente) que por sua vez demonstraram
similaridade de 85% com a amostra R16 (swab de teto coletada no meio da ordenha). Pode-
se inferir, neste caso, que agua (sem tratamento) utilizada para a lavagem das méos do
ordenhador no inicio da ordenha foi possivelmente a fonte de contaminacao para as demais
amostras deste cluster. Sendo por tanto necessario rever a idoneidade da procedéncia dessa
variavel.

No cluster 2, as amostras R3 (swab teteira meio de ordenha), R22 (swab teto final
de ordenha), s&o 100% similares e com a amostra R4 (teteira final de ordenha) podem ser
indicadas como fontes de contaminagéo ao longo do processo. As amostras R26 (leite inicio
de ordenha), R31, R32 e R33 (leite final de ordenha respectivamente), R28 (leite meio de

Tabela 2. Amostras de Streptococcus spp., fonte, periodo de coleta e agrupamentos

(cluster) correspondentes.
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Amostra Fonte Periodo Agrupamento
(cluster)
R1 AGUA INICIO
RS TETO INICIO 1
R23 LEITE INICIO
R16 TETO MEIO
R3 TETEIRA MEIO
R22 TETO FINAL
R30 LEITE MEIO
R19 TETO FINAL
R26 LEITE INICIO
R33 LEITE FINAL
R31 LEITE FINAL
R32 LEITE FINAL 2
R28 LEITE MEIO
R27 LEITE INICIO
R7 MAO FINAL
R25 LEITE INICIO
R29 LEITE MEIO
R4 TETEIRA FINAL
R2 TETEIRA INICIO
R24 LEITE INICIO
R12 TETO INICIO 3
R13 TETO MEIO
R6 MAO MEIO
R11 TETO INICIO
R17 TETO MEIO 4
R18 TETO FINAL
R10 TETO INICIO
R14 TETO MEIO
R15 TETO MEIO 5
R5 MAO INICIO
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ordenha), R27 (leite inicio de ordenha), R25 (leite inicio) e R29 (leite meio de ordenha),

também mostraram-se 100% similares.
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Observou-se no cluster 3 que as amostras R2 (teteira inicio de ordenha), R24 leite
inicio de ordenha), R12 e R13 (swab de tetos inicio e meio de ordenha respectivamente)
apresentaram similaridades variando entre aproximadamente 80 e 95%.

Verificou-se no cluster 4 que as amostras R17 e R18 (swab teto inicio e final de
ordenha, respectivamente) sdo 100% similares entre si.

Com relacdo ao cluster 5 composto pelas R10, R14, R15 (swab teto inicio, meio e
final de ordenha) e R5 (swab das maos do ordenhador) a similaridade variou de
aproximadamente 60 a 95%. Diante dos resultados obtidos foi possivel verificar carater de
transmissibilidade nos presentes clusters.

Métodos tais como REP-PCR tem sido testados e a habilidade deste método para
diferenciar cepas de Streptococcus vém sendo investigados (RAJASBEKARA et al., 1998;
VAN BELKUN et al., 1996; VERSALOVIC et al., 1991).

Al-Ghamdi et al. (2000) revelaram, através de REP-PCR, que isolados de
Streptococcus equi com mesma fonte geografica ndo possuiam um mesmo sub-tipo, na
ocasido somente um clone epidemiologico foi encontrado durante o surto da doenca.
Relatos como esses reforcam a importancia da eficiéncia da técnica para estudos com
bactérias do género Streptococcus ssp.

No estudo de Alam et al., (1999) foi verificado que métodos que nao utilizam a
reacdo de PCR sdo demorados e demandam técnicos com treinamento, especialmente no
que diz respeito a analise de polimorfismos através de restricdo de fragmentos que resultam
em perfis de fragmentos de DNA de dificil interpretagio com um grande ndmero de
bandas.

Com relacdo ao comportamento das bandas geradas a partir do uso do primer ERIC
teve abrangéncia de bandas entre 200pb e, aproximadamente, 6.000pb. Estes primers foram

utilizados para tipagem de Escherichia coli.
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Figura 7. Gel de agarose com os produtos de REP-PCR gerados a partir de amostras
de Escherichia coli e M = marcador molecular (1 Kb).

Na tipagem de Escherichia coli, foi obtida uma similaridade em torno de 75% para
a maioria dos isolados Figura 7, gerando 5 grupos Tabela 3, representado pelo dendograma
na Figura 8.

A amostra R1 (&gua para a lavagem das maos dos ordenhadores, sem tratamento)
aparece com similaridade de aproximadamente 85% em relacdo a amostra R7 (swab de
teteira coletada no meio da ordenha) que por sua vez demonstra similaridade de
aproximadamente 75% em relacdo a amostra R16 (swab de teto coletada no final da
ordenha). Neste cluster temos exemplo de transmissibilidade vertical bem tipico, reunindo
uma amostra inicial (R1) e clones epidemioldgicos desta amostra no meio e final da
ordenha.

Verificou-se no cluster 2 que as amostras R11 (swab de teto do inicio da ordenha) e
R12 (swab de teto do meio da ordenha), demonstram similaridade de 100%, sendo que a
amostra R6 (swab de teteira coletada no inicio da ordenha) mostra similaridade de

aproximadamente 95% em relacdo a estas amostras.

Tabela 3. Amostras de Escherichia coli, fonte, periodo de coleta e agrupamentos (cluster)
correspondentes.
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Amostra Fonte Periodo Agrupamento
(cluster)
R1 AGUA INICIO
R7 TETEIRA MEIO 1
R16 TETO FINAL
R6 TETEIRA INICIO
R11 TETO INICIO
R12 TETO MEIO 2
R15 TETO MEIO
R22 LEITE MEIO
R9 TETO INICIO
R2 AGUA FINAL
R3 MAO INICIO
R4 MAO INICIO
R19 LEITE INICIO
R23 LEITE FINAL 3
R8 TETEIRA FINAL
R14 TETO MEIO
R20 LEITE MEIO
R24 LEITE FINAL
R10 TETO INICIO
R17 TETO FINAL
R18 TETO FINAL 4
R21 LEITE MEIO
R5 MAO FINAL 5
R13 TETO MEIO
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relacdo as amostras R4 (swab da mdo do meio), R19 e R23 (leite do inicio e leite do final
da ordenha coletadas respectivamente) 100% similares. Ainda no cluster 3 temos 100% de
similaridade entre as amostras R8 (swab de teteira coletado no final da ordenha) e R14
(swab de teto coletada no meio da ordenha). Estas amostras foram aproximadamente 85%
similares as amostras R3 (swab méao inicio de ordenha), R4 (swab mao meio de ordenha),
R19 (leite meio de ordenha) e R23 (leite final de ordenha) R20 (leite meio de ordenha) e
R24 (leite final de ordenha) também 100% similares entre si. A amostra R10 (swab de teto
coletada no inicio da ordenha) se mostrou cerca de 80% similar em relacdo a todas as
amostras do cluster 3 citadas anteriormente.

O aparecimento de E. coli no leite normalmente é observada em periodos de
secagem de animais e de paricdo. A contaminacdo do leite por Escherichia coli resulta do
aparecimento desta bactéria no rebanho, oriunda de tratamentos de secagem dos animais
ineficientes, animais em ambiente sujo durante o periodo seco, paricdo em local ndo
adequado (sujo) e a ndo ordenha do animal logo apds a paricdo. Porém essas situacdes nao
foram observadas neste estudo, logo podemos inferir que a presenca de Escherichia coli nas
amostras de leite teve possivelmente origem na dgua sem tratamento utilizada para lavar as
méos do ordenhador e 0 equipamento teteira.

Kagkli et al. (2006) ao analisarem as relacBes de similaridade, através das técnicas
de PFGE e REP-PCR, de 156 Enterococcus e 362 Lactobacillus isolados de fezes bovinas,
tetos de vacas, leite cru, equipamento de ordenha e ambiente de ordenha de uma fazenda,
relataram que a maior fonte de contaminacdo destas bactérias foi o equipamento de
ordenha.

O cluster 4 composto pelas amostras R17 e R18 (swab tetos final de ordenha), R21
(leite meio de ordenha) e o cluster 5 composto pelas amostras R5 (swab méo final de
ordenha), R13 (swab teto meio de ordenha) demonstram também carater de
transmissibilidade entre os clones epidemioldgicos.

No presente estudo a técnica de REP-PCR demonstrou ser reprodutivel, gerando
comportamentos discriminatérios de alta qualidade, tipabilidade e estabilidade. Porém
Costa et al., (2006) verificaram em seus estudos a ineficiéncia na discriminacdo dos
isolados de Escherichia coli.
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Dombek et al., (2000), Guan et al., (2002) e Parveen et al., (1999) relataram que
métodos de impressdo digital do DNA (fingerprint) e perfis de resisténcia a antibioticos
(WIGGINS, 1996; HARWOOD et al., 2000) tem sido reportados como os métodos mais
consistentes para caracterizar isolados de Escherichia coli fecal no que diz respeito a fonte
destas bactérias. Exemplos de procedimentos baseados em DNA considerados promissores
para rastreamento de fontes bacterianas incluem a eletroforese de campo pulsado (pulse-
field gel electrophoresis — PFGE) (KARIUKI et al., 1999), ribotipagem (CARSON, et al.,
2001; PARVEEN et al., 1999; REGNAULT et al., 1997), heterogeneidade de DNA
ribossomal (BERNHARD et al., 2000) e PCR de sequéncias palindrémicas extragénicas
(REP-PCR) (DOMBEK et al., 2000), sendo essa ultima utilizada no presente estudo.

Gelsomino et al. (2001) isolaram Enterococcus durante os processos de fabricacédo e
maturacao de queijo tipo Cheddar, do leite usado para fabricagédo deste queijo, das fezes dos
individuos envolvidos no processo de fabricacéo e das fezes das vacas leiteiras presentes na
fazenda. Em adicdo, foram isoladas cepas do ambiente e do equipamento de ordenha e dos
tetos dos animais. Neste estudo utilizou-se a identificacdo das espécies através da técnica de
amplificacdo aleatéria de DNA polimorfico (random amplified polymorphic DNA -
RAPD), porém esta técnica ndo foi sensivel suficiente para relatar clones entre as cepas
estudadas.

Gelsomino et al. (2001) utilizaram a técnica de PFGE para determinar as origens de
Enterococcus no queijo tipo Cheddar comparando cepas isoladas do leite cru com amostras
isoladas de fezes humanas, do equipamento de ordenha e do ambiente. Os autores
relataram, através da andlise de clones, que a contaminacdo humana poderia ser
considerada como possivel fonte de Enterococcus no queijo. Neste estudo, o leite teria sido
infectado através de bactérias que sobrevivem em cantos do equipamento de ordenha de
dificil acesso para limpeza.

O comportamento das bandas geradas a partir do uso do primer ERIC teve
abrangéncia de bandas entre 200pb e, aproximadamente, 6.000pb. Estes primers foram

utilizados para tipagem de Pseudomonas aeruginosa e sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9. Gel de agarose com os produtos de REP-PCR gerados a partir de amostras de
Pseudomonas aeruginosa e M = marcador molecular (1 Kb).

No gel obtido para Pseudomonas aeruginosa a similaridade alcangada foi de
aproximadamente 65% entre os isolados, diferenciando as cepas em 3 grupos distintos
Tabela 4 e gerando o dendograma representando pela Figura 10.

Verificou-se no cluster 1 similaridade de aproximadamente 85% da amostra R1
(dgua sem tratamento) utilizada para lavar as médos do ordenhador, em relacdo as amostras
R7 e R14 (swab de teteira e teto final de ordenha). As amostras de R13 (swab de teto do
meio do procedimento de ordenha) e R10 (swab de teto inicio do procedimento de ordenha)
mostraram similaridade de aproximadamente 65 e 80%, respectivamente.

Observou-se no cluster 2 similaridade de 100% entre R5 e R6 (swab teteira de
inicio e meio da ordenha, respectivamente) e R9 e R11 (teto do inicio e meio da ordenha,
respectivamente). O indice de similaridade da amostra R2 (swab de mao coletada no inicio
da ordenha) em relacdo a amostra R15 (swab de teto coletada no final da ordenha) foi de
aproximadamente 85%. Assim, estas amostras demonstram similaridade de

aproximadamente 75% em relacdo a amostra R17 (leite coletada no inicio da ordenha.
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Tabela 4. Amostras de Pseudomonas aeruginosa, fonte, periodo de coleta e agrupamentos

(cluster) correspondentes.

Amostra Fonte Periodo Agrupamento
(cluster)
R1 AGUA INICIO
R7 TETEIRA FINAL
R14 TETO FINAL 1
R13 TETO MEIO
R10 TETO INICIO
R2 MAO INICIO
R15 TETO FINAL
R17 LEITE INICIO
R5 TETEIRA INICIO 2
R6 TETEIRA MEIO
R9 TETO INICIO
R11 TETO MEIO
R3 MAO MEIO
R4 MAO FINAL
RS TETO INICIO
R16 TETO FINAL 3
R18 LEITE MEIO
R19 LEITE FINAL

R12 TETO MEIO
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Com relagéo ao cluster 3, (R3,R4, R8, R16, R18, R19, R12) esse reuniu amostras
com similaridades variando entre 50 e 95%. Mostra, porém carater de transmissibilidade
uma vez que possui amostras de meio, final e inicio da ordenha relacionadas entre si.

Segundo Olive (1999), a tipagem de cepas de Pseudomonas aeruginosa por
métodos tradicionais fenotipicos é uma parte importante da sobrevivéncia epidemioldgica,
porém deve existir poder discriminatorio e estabilidade na metodologia usada. Técnicas
moleculares oferecem uma melhoria consideravel e podem complementar dados fenotipicos
para obtencdo de melhor entendimento sobre diversidade bacteriana.

A técnica de eletrofose de campo pulsado (PFGE) é comumente empregada e tem
sido reconhecidamente difundida como “metodo de eleicdo” para tipagem de DNA de P.
aeruginosa (DOUGLAS et al., 2001; BERTRAND et al., 2001; BREITENSTEIN et al.,
1997, GRUNDMANN et al., 1995; SPENCKER et al., 2000). Todavia, Olive (1999),
relatou que este é um método limitado pela complexidade da técnica e turnos de trabalho
longos para obtencdo de resultados. Assim a REP-PCR tem se mostrado uma ferramenta
potencial para a tipagem de DNA em laboratorio (LAU et al., 1995, OLIVE, 1999).

Para a minimizacdo da contaminacdo do leite em sala de ordenha e com base nos
resultados obtidos, sugere-se para aplicacdo de programa de Boas Préticas Agropecuarias
na sala de ordenha e para o ambiente estudado que corra o tratamento de toda e qualquer
agua utilizada em sala de ordenha (limpeza de equipamentos, mdos de ordenhadores,
lavagem de tetos etc.), limpeza e sanificacdo adequadas da sala de ordenha e da
ordenhadeira, adogéo de linha de ordenha, exame dos primeiros jatos de leite (caneca telada
ou de fundo escuro), lavagem dos tetos (uso minimo de &gua com baixa pressdo),
desinfeccdo dos tetos antes da ordenha, secagem dos tetos com papel toalha descartavel e

desinfeccédo dos tetos apds a ordenha.

5. Conclusoes
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A agua ainda sem tratamento, utilizada para a lavagem das méos dos ordenhadores,
caracterizou-se um ponto critico de controle (PCC), pois aparece como iniciador de
contaminagdo nas amostras de Streptococcus spp., Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Outro PCC seria as maos do ordenhador, pois nas amostras de Staphylococcus
aureus aparece como indicador de contaminacao.

A técnica de REP-PCR também aparece como uma ferramenta Gtil na producao
animal para a rapida identificacdo de pontos de contaminagéo bacteriana horizontal durante
0 manejo de ordenha, permitindo a reavaliacdo de procedimentos de higienizacdo de
equipamentos, higiene pessoal do trabalhador da sala de ordenha bem como da rotina de
limpeza de tetos e eficacia dos desinfetantes utilizados para que em tempo habil, falhas no

manejo sejam detectadas e corrigidas.
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