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Resumo: O presente estudo foi realizado, com o objetivo de aplicar a técnica de REP-PCR no
monitoramento da qualidade do leite de cabra, através da detecgio de Streptococcus spp., em amostras de
maos de ordenhador, tetos das cabras, leite, ordenhadeira e agua, para o futuro estabelecimento e
implantagdo do sistema de Anaélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC). Verificaram-se
varios fingerprints de todos os isolados coletados das diferentes fontes estudadas (maos de ordenhador,
tetos das cabras, leite, ordenhadeira e agua). Observaram-se comportamentos muito similares das bandas
indicando que os isolados podem ser relatados como clones epidemiologicos. As maos do ordenhador
caracterizaram-se como ponto critico de controle, pois se destaca como iniciador de contamina¢do nas
amostras Streptococcus spp. A técnica demonstrou ser eficiente para a andlise da similaridade entre
individuos da espécie Streptococcus spp, sendo, portanto, uma ferramenta util para investigagao de falhas
no manejo e consequentemente, na busca de um controle mais eficiente para evitar ou minimizar a
disseminagdo de microrganismos patogénicos causadores de sérias enfermidades em humanos e animais,
gue muitas vezes podem ser transmitidas através de produtos como o leite e seus derivados.
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Abstract: The present study was carried out, with the objective of applying the REP-PCR sequences in
the monitoring of the quality of goat milk, through the detection of Streptococcus spp, in samples of
milking handlers, goatsteats, milk, milk machine and water, for the future establishment and implantation
of the system of Hazard Analysis Critical Control Points (HACCP). Several fingerprints were verified of
al 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. Hands of the milking handlers was characterized as a critical point of
control (PCC), because stands out as initial point of contamination in the Streptococcus spp. The
technique demonstrated to be efficient for the similarity analysis among individuals of the Streptococcus
spp. Species 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.
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Introducao

O sistema APPCC (analise de perigos e pontos criticos de controle) tem sido um instrumento Util
para avaliar os riscos de perigos e estabelecer mecanismos ou medidas de controle que visem minimizar
0s riscos de contaminagdo fisica, quimica ou microbioldgica. A implementagdo do processo APPCC
surge como uma alternativa dentro do ciclo de produgédo do leite de cabra apresentado, porém, questdes
ainda nao referenciadas, como por exemplo, a falta de informagdes e dados, e as dificuldades de sele¢do
dos Pontos Criticos de Controle (PCCs) para um niimero de perigos bioldgicos encontrados nas fazendas,
onde ha a impossibilidade de erradicar ou controlar a maior parte dos patogenos, especialmente aqueles
gue causam problemas clinicos em animais e que também podem causar danos a satide humana, como: o
Streptococcus spp. AsSim, métodos baseados em DNA estdo surgindo como vias confiaveis, simples e
acessiveis para identificar e classificar microrganismos (CHAPAVAL et a., 2006). O método referido
como REP-PCR, “impressdo digital” do genoma, uma técnica baseada na amplificagdo do DNA, ¢ tida
como uma técnica extremamente confiavel, reprodutivel, rapida e discriminatoria. O presente estudo foi
realizado, com o objetivo de aplicar atécnica de PCR em seqiiéncias palindromicas extragénicas repetidas


mailto:lea@cnpc.embrapa.br

(REP-PCR) no monitoramento da qualidade do leite de cabra, através da detecgdo de Streptococcus spp.
em amostras de maos de ordenhador, tetos das cabras, leite, ordenhadeira e agua, para o futuro
estabelecimento e implantagdo do sistema APPCC.

Material e Métodos

O presente estudo foi conduzido na Embrapa Caprinos, em Sobral-CE, na Regido norte do
Estado do Ceara, no periodo de agosto de 2005 a janeiro de 2006. Para a obtengio das cepas bacterianas
de Streptococcus spp. utilizadas neste estudo utilizou-se 15 fémeas caprinas da raga Saanen, em inicio de
lactagdo, as quais foram ordenhadas duas vezes ao dia, utilizando-se a ordenha mecinica, sendo
submetidas a higienizagdo do ubere, pré e pos-ordenha, com solugdo iodada. Foram coletadas 40 amostras
na primeira ordenha as 7h30m, sendo estas divididas da seguinte maneira: amostras de leite (n = 15),
swab das teteiras (n = 3), swabs das maos do ordenhador (n = 3) e swabs dos tetos dos animais (n = 15)
coletadas no inicio, no meio e no final da ordenha. As amostras da agua utilizada para a lavagem das
maos dos ordenhadores (n = 4) foram coletadas antes do tratamento com &agua sanitaria, e apos o
tratamento da agua, no inicio, meio e final da ordenha. A coleta foi realizada utilizando técnicas
assépticas e conforme protocolos padrio e as amostras foram encaminhadas em caixa térmicas para o
Laboratério de Bacteriologia da Embrapa Caprinos. O material coletado foi semeado segundo
OLIVINDO (2007), para extracdo de DNA das cepas bacterianas utilizou-se 0 protocolo proposto por
CHAPAVAL et d. (2006), e seqiencialmente, as reagdes de PCR foram reaizadas segundo
CHAPAVAL et al. (2008). A analise das similaridades entre as cepas foi baseada na presenga ou auséncia
de bandas especificas na analise da reagdo de PCR, onde diferencas e similaridades entre as cepas foram
analisadas visualmente de acordo com o comportamento de migragdo das bandas dos produtos da reagdo
de PCR. Os perfis das 11 primeiras bandas foram considerados altamente similares quando todas as
bandas visiveis dos isolados possuiam a mesma distincia aparente de migragdo. Quando ndo houve
possibilidade de comparagdo entre migracdo de bandas semelhantes, os isolados foram considerados
diferentes. Uma matriz de similaridade foi obtida através de comparagdes usando um coeficiente simples
de similaridade (coeficiente de Jaccard). Para esta analise o programa utilizado foi o NTSYS — Numerica
Taxonomy and Multivariate Analysis System, versio NTSYSpc 2.0. Um dendograma foi construido
através da obtengdo das médias aritméticas de grupos em pares de dados combinados (UP-GMA). Apds a
analise computacional dos dados de similaridade genética, o estudo da filogenia foi realizado.
Organismos considerados geneticamente iguais, ou semelhantes, foram considerados clones
epidemioldgicos e, portanto de mesma ancestralidade e origem.

Resultados e Discussiao
Na analise da similaridade genética, em geral, os model os das bandas dos isolados das diferentes
fontes (leite, teto, teteira, mao do ordenhador e agua) foram similares, inferindo que os isolados sdo
estreitamente relacionados. Foram similares, porém nem sempre idénticos.
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Figura 1. Dendograma gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de Streptococcus spp.
Os numeros do eixo x indicam o Coeficiente de Jaccard
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O comportamento das bandas obtidas através do uso do primer REP para Streptococcus spp. demonstrou
similaridade entre 85% dos isolados diferenciando-se as cepas dentro de cinco clusters distintos conforme
dendograma gerado na Figura 1. No cluster 1, a amostra R1 (4gua sem tratamento) utilizada para a
lavagem das mios 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 maos do ordenhador no inicio da ordenha foi
possivel mente a fonte de contaminagio 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), sio 100% similares ¢ com a amostra R4 (teteira final de
ordenha) podem ser indicadas como fontes de contaminago ao longo do processo. As amostras R26 (leite
inicio de ordenha), R31, R32 e R33 (leite final de ordenha respectivamente), R28 (leite meio de
Observou-se no cluster 3 que as amostras R2 (teteirainicio 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 fina de ordenha, respectivamente) sio 100% similares entre si. Com relagdo ao cluster 5 composto
pelas R10, R14, R15 (swab teto inicio, meio e final de ordenha) ¢ 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). AL-GHAMDI et a. (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 epidemiol 6gico foi encontrado durante o surto da doenga. Relatos como esses reforcam
aimportancia da eficiéncia da técnica para estudos com bactérias do género Streptococcus ssp. No estudo
de ALAM et d., (1999) foi verificado que métodos que ndo utilizam a reagdo de PCR s3o 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 interpretagdo
com um grande ntimero de bandas.

Conclusoes

A agua ainda sem tratamento, utilizada para a lavagem das maos dos ordenhadores, caracterizou-
se um ponto critico de controle (PCC), pois aparece como iniciador de contaminacdo nas amostras de
Streptococcus spp. A técnica de REP-PCR também aparece como uma ferramenta 1til na producéo
animal para a rapida identificagdo de pontos de contaminagdo bacteriana horizontal durante o manejo de
ordenha, permitindo areavaliagido de procedimentos de higienizag¢do de equipamentos, higiene pessoal do
trabalhador da sala de ordenha bem como da rotina de limpeza de tetos e eficicia dos desinfetantes
utilizados para que em tempo habil, falhas no manejo sejam detectadas e corrigidas.
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