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Resumo

O presente estudo foirealizado com o objetivo de aplicar a técnica de REP-PCR no monitoramento
da qualidade do leite de cabra, através da deteccdo de Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, em amostras de mdos de ordenhador, tetos das cabras, leite, ordenhadeira e dgua,
para o futuro estabelecimento e implantacdo do sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle. Verificaram-se varios fingerprints de todos os isolados coletados das diferentes fontes
estudadas (mdos de ordenhador, tetos das cabras, leite, ordenhadeira e dgua). Observaram-
se comportamentos muito similares das bandas indicando que os isolados podem ser relatados
como clones epidemioldgicos. As mdos do ordenhador caracterizaram-se como ponto critico de
conftrole, pois se destaca como iniciador de contaminacdo nas amostras de Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. A técnica demonstrou ser eficiente para a andlise da similaridade entre
individuos das espécies estudadas, 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 disseminag¢do de microrganismos patogénicos causadores de sérias enfermidades em
humanos e animais, que muitas vezes podem ser fransmitidas através de produtos como o leite e
seus derivados.

Palavras-chave: microrganismos ambientais, epidemiologia molecular, qualidade do leite.

Detection of Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa using
REP-PCR monitoring goat’s milk quality in milking room

Abstract

The present study was carried out with the objective of applying the REP-PCR sequences on the
monitoring of goat milk quality, through the detection of Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa, in samples of milking handlers, goat teats, milk, milk machine and water, for the future
establishment and implantation of the system of Hazard Analysis Critical Confrol Points. Several
fingerprints were verified of all isolates collected of the different studied sources (milking handlers,
goat teats, milk, milk machine and water). It was observed very similar behaviors of the bands
indicating that the isolates can be related as epidemic clones. Hands of the milking handlers were
characterized as a critical point of control, because they stand out as initial point of Escherichia coli
and Pseudomonas aeruginosa contamination. The tfechnique demonstrated fo be efficient for the
similarity analysis among individuals of the Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa 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 such
as milk and your products.
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Introdugdo

O sistema APPCC (Andlise de Perigos
e Pontos Criticos de Controle) tem sido um
instrumento Util, para avaliar os riscos de perigos
e estabelecer medidas de controle que visem
minimizar os riscos de contaminacdo fisica,
quimica ou microbiolégica (Heeschen et al.,
1997). A implementacdo do processo APPCC
para o ciclo de producdo do leite de cabra
apresenta, questdes ainda ndo referenciadas,
como por exemplo, as dificuldades de selecdo
dos Pontos Criticos de Controle (PCCs) para
um numero de perigos bioldgicos encontrados
nas fazendas. Isso ocorre pela impossibilidade
de erradicar ou confrolar a maior parte dos
patdégenos, especialmente aqueles que causam
problemas clinicos em animais e que também
podem causar danos d saude humana, como
Escherichia coli e Pssudomonas aeruginosa.

O género Enterobacteriacea ou
Enterobactérias, séo uma familia de bacilos Gram-
negativos, com muitas propriedades em comum,
embora possam ser encontradas amplamente
na natfureza, onde a maioria habita os intesfinos
do homem e dos animais, seja como memlbros
da microbiota normal ou como agentes de
infeccdo (Trabulsi, 2004). O género compreende
um grande nimero de espécies (mais de 100),
normalmente diferenciado por meio de provas
bioguimicas, testes de sensibilidade a antibidticos
e formacdo de pigmentos.

O género Escherichia compreende as
espécies Escherichia coli, Escherichia blattae,
Escherichia fergusonii, Eschirichia hermannii e
Escherichia vulneris. Dentre estas espécies, E. coli
é a que apresenta maior importéncia médica,
podendo causar infeccdes intestinais, infeccoes
urindrias, septicemias, meningites e outros tipos
de infeccdes (Trabulsi, 2004). Sua presenca na
sala de ordenha resulta da introducdo de animais
oriundos de ambiente contaminado, j& que essas
bactérias estdo presentes no esterco, dgua sem
fratamento, solo e materiais usados para cama
dos animais.

Pseudomonas  aeruginosa & uma
bactéria tipicamente oportunista que pode
causar vdrias doencas. As infeccdes localizadas,
em conseqUéncia de processos cirdrgicos ou
qgueimaduras, podem resultar em bacteremias
severasefibrosecistica.Essabactérianormalmente
habita o solo, dgua, vegetais e € comumente
encontrada em equipamentos de ordenha
mal sanificados e até mesmo em solucdes de
desinfeccdo para tetos, podendo estar presente
na pele, fezes e garganta de 3% a 5% dos
individuos normais (Trabulsi, 2004). Tal como os
coliformes, estes microrganismos produzem uma
endotoxina que resulta em toxemia com aumento
da temperatura corpdérea. Fagundes (2006), ao
trabalhar com microrganismos  psicrotroficos
no leite cru recém obtido, relatou que 67,8%
das cepas foram oriundas de propriedades
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com higiene inadequada, sendo que 15% de
espécie Pseudomonas aeruginosa € altamente
patogénica. Philpot & Nickerson (1991), afirmam
qgue Pseudomonas aeruginosa foram isoladas, a
partir de solucdes de desinfeccdo, como solucoes
d base de quarterndrio de amodnia e clorexidine.

Técnicas de tipagem epidemioldgica
sdo Uufilizadas para investigacdes de surtos,
para confirmar e delinear comportamentos de
fransmisséo de um ou mais clones epidémicos,
para testar hipdteses sobre fontes e veiculos
de transmisséo destes clones e para monitorar
reservatérios de organismos epidémicos (Struelens,
1998). A técnica de Rep-PCR do genoma faz uso
de primers de DNA complementares dqueles
de ocorréncia natural, altfamente conservado,
com seqUéncias repetitivas de DNA, presente
em multiplas coépias 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 seqUéncias
repetitivas extragénicas palindrémicas (repetitive
extragenic palindromic sequence - REP) com
35-40bp, seqUéncias consenso infergénica
repetitivas enterobacterianas com 124-127bp
e elemento BOX com 154bp (Versalovick et al.,
1994). Os fragmentos amplificados podem ser
visualizados em gel de agarose, produzindo um
perfil referido como Rep-PCR. As identidades
gendmicas geradas pelas técnicas de Rep-PCR
permitem a diferenciacdo em nivel de espécies,
subespécies e cepa. Assim, métodos baseados
em DNA est@o surgindo como vias confidveis,
simples e acessiveis para identificar e classificar
microrganismos (Rademarker & De Bruijn, 2003).

O presente estudo foi desenvolvido
com o objetivo de aplicar a técnica de reacdo
em cadeia de polimerase (PCR) em seqUéncias
palindrémicas extragénicas repetidas (REP-PCR)
no monitoramento da qualidade do leite de
cabra, através da deteccdo de Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa em amostras de
mdos de ordenhador, tetos das cabras, leite,
ordenhadeira e dgua.

Material e Métodos

Para a obtencdo das cepas bacterianas
de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
utilizadas neste estudo utilizou-se 15 fémeas
caprinas da raca Saanen, em inicio de lactacdo,
as quais foram ordenhadas mecanicamente
duas vezes ao dia e submetidas a higienizacdo
do Ubere, pré e pds-ordenha, com solucdo
iodada. Foram coletadas 40 amostras na primeira
ordenha d&s 07h30min, sendo estas divididas da
seguinte maneira: amostras de leite (n = 15),
swab das teteiras (n = 3), swabs das mdos do
ordenhador (n = 3) e swabs dos tetos dos animais
(n = 15) coletadas no inicio, no meio e no fim da
ordenha. As amostras da dgua utilizada para
a lavagem das mados dos ordenhadores (n =
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4) foram coletadas antes do tratamento com
dgua sanitdria, e apds o tratamento da dagua,
no inicio, meio e fim da ordenha. A coleta
foi realizada utilizando técnicas assépticas e
conforme protocolos padrdo (NMC, 1996) e as
amostras encaminhadas emrecipiente isotérmico
contendo gelo reciclével para o Laboratério de
Bacteriologia da Embrapa Caprinos e Ovinos.

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 questdo (dgar
Mac Conkey para Escherichia coli e dgar Base
Pseudomonas acrescido de suplemento CFC
para Pseudomonas aeruginosa - OXOID®,
England), foram inoculadas em tubos tipo Falcon
de 15 mL, em 5 mL de caldo cérebro coracdo
(BHI) durante 18 horas a 37°C (cinco cdlonias
identificadas como caracteristicas, para cada
amostra semeada), priorizando a extracdo do
DNA da populacdo a ser estudada. Todas as
cepas foram testadas para morfologia através
do teste de Gram e bioguimicamente para
funcdo através do kit comercial API 20NE e API
20E (bioMérieux®).

Posteriormente para exfracdo de DNA
das cepas bacterianas utilizou-se o protocolo
proposto por Chapaval et al. (2008), onde uma
quantidade de 2,5 mL de cultura da populacdo
bacteriana, para cada amostra semeada,
crescida em meio BHI por 18 horas a 37°C foram
precipitados em tubos de microcentrifuga com
1,7 mL 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 700 uL de tampdo de extracdo (1,4
M NaCl; 100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA,
pH 8,0; PVP-40 1%; CTAB 2%; Proteinase K, 20
mg/mL; B-Mercaptoetanol 0,2%). A solugcdo foi
misturada em vértex e incubada por 30 minutos
a 65°C em banho-maria, sendo misturada a
cada 10 minutos com o cuidado de ndo se fazer
movimentos bruscos. Foram acrescentados 650 uL
de cloroférmio: dlcool-isoamilico (24:1), a solucdo
foi homogeneizada até formar uma emulsdo e
centrifugada a 14.000 rom durante 7 minutos. A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo
e foi adicionado 200 uL de tampdo de extracdo
sem Proteinase K. Apds homogeneizados foram
adicionados 650 uL de cloroférmio: dlcool-
isoamilico (24:1), homogeneizada novamente
e centrifugada a 14.000 rom por 7 minutos. O
processo com 650 uL de cloroférmio: dlcool-
isoamilico (24:1) foi repetido por mais duas vezes
até que a fase aquosa adquirisse aparéncia
translUcida. O DNA foi precipitado com 1 volume
de Isopropanol conservado em temperatura
ambiente, homogeneizado e centrifugado a
14.000 rom durante 7 minutos. O sobrenadante
foi entdo removido e a superficie do precipitado
foi lavada por duas vezes com 70 uL de Etanol
70%, preparado um pouco antes do uso. A cada
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lavagem o precipitado foi centrifugado por 2
minutos a 14.000 rpm. Em seguida, aguardou-se
a secagem do pellet 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 ug/mL
de RNAse) o qual permaneceu em banho-maria
A 37°C por 30 minutos.

Os oligonucleotideos foram sintetizados
pela Bio Global Com. Ltda., Curitiba, Parand,
Brasil. As seqUéncias utilizadas foram as seguintes:
REP-PCR (ERIC - 1: 5" ATG TAA GCT CCT GGG
GATTCA C e ERIC - 2: 3" - 2: 5" AAG TAA GTG
ACT GGG GTG AGC C 3) descritas por De Bruijin
(1992).

Sequencialmente o PCR (Reacdo em
cadeia de polimerase) foi realizado com 25 uL do
volume total incluindo 5 uL do DNA alvo (20 a 90
ng/uL). Os componentes do master mix (GIBCO
BRL - Life Technologies, Inc., MD, U.S.A.) foram
utilizados conforme as instrucdes do fabricante.
Os DNA alvo (mdéximo de 5 yL) foram amplificados
em termociclador Gene Ampl] PCR System 9700
(Perkim Elmer) com os seguintes ciclos: para REP,
desnaturacdo 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, 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, 8 yL do produto amplificado
pela reacdo de PCR e observado através da
elefroforese em gel de agarose 2% (GIBCO BRL
- Life Technologies, Inc., MD, U.S.A.) em TAE 1x
(para 50 X, 242 g Tris; 37,2 g EDTA [Na,], 800 mL de
dgua MiIlliQ autoclavada, 57% de dcido acético,
pH 8,1) e um padrdo molecular Tkb DNA (GIBCO
BRL - Life Technologies, Inc., MD, U.S.A.) foi usado
como marcador molecular. A eletroforese foi
realizada em cuba elefroforética Pharmacia
Biotech (max submarine unit HE 99 X), com fonte
Pharmacia Biotech (EPS 300) nas condicoes de 70
V por 2 horas.

A andlise das similaridades entre as
cepas foi baseada na presenca ou auséncia
de bandas especificas na andlise da reacdo
de PCR, onde diferencas e similaridades foram
andlisadas  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 distncia aparente
de migracdo. Quando ndo houve possibilidade
de comparacdo entre migracdo de bandas
semelhantes, os isolados foram considerados
diferentes. Uma matriz de similaridade foi obtida
através de comparacdes usando um coeficiente
simples de similaridade (coeficiente de Jaccard).
Para esta andlise o programa utilizado foi o NTSYS
— Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System, versdo NISYSpc 2.0. Um dendograma
foi construido através da obtencdo das médias
aritméticas de grupos em pares de dados
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combinados (UP-GMA).

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

Resultados e Discussdo

Os géis de agarose obtidos para
as andlises da similaridade genética estdo
representados pelas Figuras 1 e 2, onde, observa-
se os produtos da tipagem obtidos através do
uso da técnica de REP-PCR com primers ERIC
para Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
respectivamente.

Figura 1. Gel de agarose com os produtos de REP-PCR gerados a
partirde amostras de Escherichia coli e M = marcador molecular
(1 Kb). Os nimeros de 1-25 correspondem as amostras de leite,
teto, teteira e mdo do ordenhador do inicio, meio e fim da
ordenha.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M

e »

Figura 2. Gel de agarose com os produtos de REP-PCR gerados
a partir de amostras de Pseudomonas aeruginosa € M =
marcador molecular (1 Kb). Os nimeros de 1-20 correspondem
as amostras de leite, teto, teteira e mdo do ordenhador do
inicio, meio e fim da ordenha.

Em geral, os modelos das bandas dos
isolados das diferentes fontes (leite, teto, teteirq,
mdo do ordenhador e dgua) foram similares,
para algumas bactérias em questdo, inferindo
que os isolados sdo estreitamente relacionados.
Foram similares, porém nem sempre idénticos.
Com relacd@o ao comportamento das bandas
geradas a partir do uso do primer ERIC teve
abrangéncia entre bandas menores que 200bp
até, aproximadamente, 6.000bp. Estes primers
foram utilizados para tipagem de Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa.

O comportamento das bandas maiores
que 200pb até, aproximadamente, 6.000pb

www.ufpi.br/comunicata

obtidas através do uso de primer ERIC da figura
1 para Escherichia coli demonstrou similaridade
em aproximadamente um quarto das bandas
que foram comuns a 75% dos isolados,
podendo diferenciar as cepas dentro de cinco
agrupamentos (clusters) distintos de acordo com
o dendograma gerado (Figura 3).

A amostra R1 (dgua para a lavagem
das mdos dos ordenhadores, sem tratamento)
aparece com similaridade de 80% em relacdo &
amostra R7 (swab de teteira coletada no meio da
ordenha) que por sua vez demonstra similaridade
de 75% em relagcdo & amostra R16 (swab de
teto coletada no fim da ordenha). Neste cluster
temos exemplo de transmissibilidade vertical bem
tipico, reunindo uma amostra inicial (R1) e clones
epidemioldgicos desta amostra no meio e fim 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 Ré
(swab de teteira coletada no inicio da ordenhal)
mostra similaridade de 90% em relagcdo a estas
amostras.

Observou-se no cluster 3 que a amostra
R3, (swab da mdo do ordenhador coletada no
inicio da ordenha) demonstra similaridade em
torno de 90% em relacdo ds amostras R4 (swab
da mdo coletado durante a ordenha - meio), R19
e R23 (leite do inicio e leite do fim da ordenha
coletadasrespectivamente) 100% similares. Ainda
no cluster 3 temos 100% de similaridade entre as
amostras R8 (swab de teteira coletado no fim da
ordenha) e R14 (swab de teto coletada no meio
da ordenha). Estas amostras foram 85% similares
ds amostras R3 (swab mdo inicio de ordenha),
R4 (swab mdo meio de ordenha), R19 (leite meio
da ordenha) e R23 (leite do fim da ordenha) R20
(leite do meio da ordenha) e R24 (leite do fim
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 & observado em periodos
de secagem de animais e de paricdo. A
contaminacdo do leite por Escherichia coliresulta
do aparecimento desta bactéria no rebanho,
oriunda de fratamentos de secagem dos animais
ineficientes, animais em ambiente sujo durante
o periodo seco, paricdo em local inadequado
(sujo) e a ndo ordenha do animal logo apds
a paricdo. Porém essas situacdes ndo 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 mdos do
ordenhador e o equipamento teteira.

Kagkli et al. (2007) ao analisarem as
relacoes de similaridade, através das técnicas
de PFGE e REP-PCR, de 156 Enterococcus e 362
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Figura 3. Dendrograma gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de Escherichia coli. Os nUmeros do eixo

x indicam o Coeficiente de Jaccard.

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 contaminagdo
destas bactérias foi o equipamento de ordenha.

O cluster 4 composto pelas amostras
R17 e RI18 (swab tetos fim de ordenha), R21
(leite meio de ordenha) e o cluster 5 composto
pelas amostras R5 (swab mdo fim de ordenha),
R13 (swab teto meio de ordenha) demonstram
também cardter de transmissibilidade entre os
clones epidemiolégicos.

No presente estudo a técnica de REP-
PCR demonstrou ser reprodutivel, gerando
comportamentos  discriminatérios de  alta
qualidade, tipabilidade e estabilidade. Porém
Costa (2007) verificou em seus estudos a
ineficiéncia na discriminacdo dos isolados de
Escherichia coli.

Parveenetal. (1999), Dombek et al. (2000)
e Guan et al. (2002) relataram que métodos de
impressdo digital do DNA (fingerprint) e perfis de
resisténcia a antibidticos (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 (Regnault et al., 1997; Parveen et
al., 1999; Carson et al., 2001), heterogeneidade
de DNA ribossomal (Bernhard & Field, 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 fabricacdo
e maturacdo de queijo tipo Cheddar, do leite
usado para fabricacdo deste queijo, das fezes dos
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individuos envolvidos no processo de fabricacdo
e das fezes das vacas leiteiras presentes na
fazenda. Em adicdo, foram isoladas cepas do
ambiente e do equipamento de ordenha e
dos fetos dos animais. Neste estudo utilizou-se a
identificacdo das espécies através da técnica
de amplificacdo aleatéria de DNA polimérfico
(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
EnterococcusnoqueijotipoCheddarcomparando
cepasisoladas 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.

No gel obfido para Pseudomonas
aeruginosa (Figura 2), a similaridade alcancada
foi de aproximadamente 65% entre os isolados,
diferenciando as cepas em trés agrupamentos
(clusters)  grupos distinfos e gerando o
dendograma representando pela Figura 4.

Verificou-se no cluster 1  similaridade
de 80% da amostra R1 (dgua sem tratamento)
utilizada para lavar as m&os do ordenhador, em
relacdo as amostras R7 e R14 (swab de teteira e
teto fim de ordenha). As amostras de R13 (swab
de feto do meio do procedimento de ordenha)
e R10 (swab de teto inicio do procedimento de
ordenha) mostraram similaridade de 60 e 75%,
respectivamente.

Observou-se no cluster 2 similaridade de
100% entre R5 e Ré (swab teteira de inicio e meio
da ordenha, respectivamente) e R? e R11 (teto
do inicio e meio da ordenha, respectivamente).
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Figura 4. Dendrograma gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de Pseudomonas aeruginosa. Os nUmeros

do eixo x indicam o Coeficiente de Jaccard.

O indice de similaridade da amostra R2
(swab de mdo coletada noinicio da ordenha) em
relacdo & amostra R15 (swab de teto coletada
no fim da ordenha) foi de 85%. Por conseguinte,
estas amostras demonstram similaridade de
aproximadamente 75% em relacdo a amostra
R17 (leite coletada no inicio da ordenha.

Com relacdo ao cluster 3, (R3,R4, RS,
R16, R18, R19, R12) esse reUne amostras com
similaridades variando entre 50 e 95%. Evidencia,
porém cardter de fransmissibilidade uma vez que
possui amostras do meio, fim e inicio da ordenha
relacionadas enfre si.

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

Para a minimizacdo da contaminagdo
do leite na sala de ordenha e com base nos
resultados obtidos, sugere-se para aplicacdo do
programa de Boas Préticas Agropecudrias na sala
de ordenha e no ambiente estudado, que ocorra
o tratamento de toda e qualquer dgua 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, adocdo de linha
de ordenha, exame dos primeiros jatos de leite
(canecatelada ou de fundo escuro), desinfeccdo
dos tetos apds a ordenha, lavagem dos tetos (uso
minimo de dgua com baixa pressdo), desinfeccdo
dos tetos antes da ordenha, secagem dos tetos
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com papel toalha descartdvel e desinfeccdo dos
tetos apds a ordenha.

A REP-PCR foiuma ferramentaimportante
para a rdpida identificacdo de cepas de
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa nesta
avaliagdo, podendo assim ser recomendada
para detectar estes patdégenos em estudos
similares. De acordo com Nascimenfto ef al.
(2005) essa técnica gera perfis moleculares com
alto grau de similaridade e alta resolugdo e que
podem ser obtidos em torno de 48 horas a partir
de isolados de cultura microbiolégica.

Segundo Struelensetal. (1996) e Maslow &
Mulligan (1996) a andlise de similaridade molecular
contribui para vigil@incia epidemioldgica, uma
vez que é possivel a documentacdo dos clones
epidémicos através do tempo e, a circulacdo
destes em populacodes infectadas.

Conclusdo

Considerando os resultados obtidos
neste trabalho pode-se inferir que para os
microrganismos Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa a técnica de REP-PCR demonstrou
ser reprodutivel, gerou  comportamentos
discriminatérios de alta qualidade, tipabilidade e
estabilidade para que em tempo hdbil, falhas no
manejo sejam detectadas e corrigidas.

A dgua ainda sem fratamento, utilizada
para a lavagem das mdos dos ordenhadores,
caracterizou-se um ponto critico de controle
(PCC), pois aparece como iniciador de
contaminagcdo nas amostras de, Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa.

A técnica de REP-PCR também aparece
como uma ferramenta Util na produgcdo animal
para a rdpida identificacdo de pontos de
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contaminac¢do bacteriana horizontal durante o
manejo de ordenha, permitindo a reavaliagcdo
de procedimentos de higienizacdo de
equipamentos, higiene pessoal do frabalhador
da sala de ordenha bem como da rofina de
limpeza de tetos e eficdcia dos desinfetantes
utilizados.
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