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MONITORAMENTO E INVESTIGACAO ECOEPIDEMIOLOGICA DA
CONTAMINACAO POR Staphylococcus spp. NO BENEFICIAMENTO DO LEITE
DE CABRA

RESUMO - O presente estudo teve como objetivo monitorar a contaminagdo por
Staphylococcus spp. em usinas de beneficiamento do leite caprino no Cariri Paraibano
através de uma analise microbioldgica quantitativa e por genotipagem dos isolados através
do método REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic Sequences - Sequéncias
palindromicas extragénicas). Para tanto, considerando o fluxograma de beneficiamento do
leite caprino pasteurizado nas usinas, foram realizadas colheitas de amostras de leite cru e
pasteurizado, suabes de superficie interna de equipamentos (tanque recep¢do, tanque pré-
pasteurizagdo, tanque pulmao, embaladeira), paredes e maos de manipuladores. A analise
quantitativa foi realizada pela enumeracdo de Staphylococcus spp., da qual foram
direcionados 114 isolados deste micro-organismo para a extragdo de DNA e reagdo de
amplificacdo para REP-PCR utilizando o primer RW3A. Foi observada contagem média
de Staphylococcus spp. entre usinas de 5,18 log UFC/mL para leite de cabra cru. Os pontos
de superficie anteriores a pasteurizacdo apresentaram contagens médias de 0,65 e 1,55
log UFC/cm? para tanque recepcdo e tanque pré-pasteurizagdo, respectivamente. Para os
pontos de superficie posteriores a pasteurizacdo, foram observadas contagens de 0,94 e
1,65 log UFC/cm® para tanque pulmio e embaladeira, respectivamente. Mios de
manipuladores revelaram contagem média de Staphylococcus spp. entre usinas de 0,88
log UFC/mdo. Ainda, superficies de paredes apresentaram contagem média de
1,08 log UFC/cm®. Para leite pasteurizado, foi observada contagem média de
Staphylococcus spp. entre usinas de 2,85 log UFC/mL. Na analise molecular foram
observados perfis genotipicos indistinguiveis, bem como, perfis genotipicos com elevada
similaridade de isolados de Staphylococcus spp. provenientes do leite pasteurizado que
apresentaram perfil genotipico similar a isolados de equipamentos e de maos de
manipuladores nas usinas investigadas, que, a partir de analise individualizada em cada
usina, foi permitido a identificacdo de possiveis vias de contaminacao do leite durante seu
processamento, os quais reforcaram a analise quantitativa previamente realizada. A elevada
contaminagdo por Staphylococcus spp., € a estreita relagdo genotipica entre os isolados

deste micro-organismo em amostras de leite, equipamentos ¢ maos de manipuladores,



revelam a presenca de contaminacdo residual e cruzada nas usinas do Cariri Paraibano,

tornando-se necessario reavaliacdo em suas Boas Praticas de Fabricacao.

Palavras-chave: patogenos, REP-PCR, seguranca alimentar
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MONITORING AND ECO-EPIDEMIOLOGICAL INVESTIGATION OF
CONTAMINATION BY Staphylococcus spp. IN THE PROCESSING OF GOAT
MILK

ABSTRACT - The present study had as objective to monitor the contamination buy
Staphylococcus spp. in small-scale milk processing plants in Cariri of Paraiba through a
quantitative microbiological analysis and by genotyping of the isolates by REP-PCR
method (Repetitive Extragenic Palindromic Sequences). For both, considering the flow
chart of processing of pasteurized goat milk in plants, sampling of raw and pasteurized
milk, swabs of the inner surface of equipment (reception tank, pre-pasteurization tank,
post-pasteurizationtank, package machine), walls and handlers hands. Quantitative analysis
was performed by enumeration of Staphylococcus spp., which were targeted 114 isolates of
this microorganism for ADN extraction and reaction of amplification for REP-PCR using
the primer RW3A. Were observed package machine average counts of Staphylococcus spp.
between plants of 5.18 CFU/mL for raw goat milk. The previous points of surface to
pasteurization showed average counts of 0.65 and 1.55 log CFU/cm” for reception tank and
pre-pasteurization tank, respectively. For the points of surface after to the pasteurization,
was observed counts of 0.94 and 1.65 log CFU/cm” for lung tank and the package machine,
respectively. Handlers hands showed average count of Staphylococcus spp. between plants
of 0.88 log.CFU/hand. Still, wall surfaces showed an average count of 1.08 log CFU/cm”.
For pasteurized milk, average count of Staphylococcus spp between 2.85 log CFU/mL was
observed plants. In molecular analysis were observed indistinguishable genotypic profiles,
as well as, genotypic profiles with high similarity of isolates of Staphylococcus spp. From
pasteurized milk showed a genotypic profile similar to isolates of equipments and of
handlers hand in the investigated plants, which, from individualized analysis in each plant,
was allowed the identification of possible ways of milk contamination during your
processing, which reinforced the quantitative analysis previously performed. The high
contamination by Staphylococcus spp., and the close genotype relationship between the
isolates of this microorganism in milk samples, equipments and handlers hands, reveals the
presence of residual contamination and in plants of Cariri in state Paraiba, making it

necessary to review in its Good Manufacturing Practices.

Keywords: pathogens, REP-PCR, food security
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1. INTRODUCAO

Atualmente, ndo sdo raros os episodios de doencas transmitidas por alimentos
(DTAs) que acometem um grande numero de pessoas em todo o mundo. Entre 2000 e
2011, 1.863 surtos de DTA foram registrados no Brasil, afetando 163.425 mil pessoas e
causando 112 mortes, com relatos mais frequentes nas regides sul e sudeste, as areas mais
povoadas do pais (Brasil, 2013). E muito provavel que este nimero seja superior, uma vez
que muitos casos nao sdo notificados e o agente etiologico ¢ identificado em apenas 50%
dos surtos registrados.

O leite e seus derivados estdo entre os alimentos mais comumente envolvidos em
surtos de DTA. Em funcdo de suas caracteristicas de composi¢do e disponibilidade de
nutrientes, o leite, a partir do momento de sua obtengdo estd sujeito a uma série de
contaminagoes, principalmente de origem bacteriana, que passam a representar riscos a sua
conservagdo e a saude do consumidor. O género Staphylococcus esta entre os principais
causadores de surtos de intoxicacdo alimentar envolvendo leite e seus derivados (Olivindo,
2009).

Sabe-se que a pasteurizacdo ¢ um método eficaz para a eliminacdo de patogenos de
origem alimentar e outras bactérias do leite. No entanto, o crescente nimero de relatos em
leite fluido e em produtos lacteos indica claramente que a pasteurizagdo por si s6 nao €
solugdo final para o controle desses patdogenos nestes produtos (Nero et al., 2004). A
contaminagdo pos-pasteurizacdo esta geralmente associada a limpeza inadequada dos
equipamentos, a embalagem ou contaminagdes cruzadas por manipuladores (Fonseca,
2001).

Desta forma, ¢ necessario dar énfase ao desenvolvimento e implementagdo de
medidas preventivas para o controle desses riscos potenciais, através de uma boa analise de
perigos, empregando amostragem e métodos epidemioldgicos adequados, determinando as
etapas realmente criticas para a inocuidade do alimento. Hoje, a caracterizagdo fenotipica e
genotipica dos isolados envolvidos nos casos de contaminagdo ¢ base fundamental em
estudos epidemiologicos, podendo confirmar e delimitar o comportamento da transmissao
dos agentes patogénicos, alicercando estratégias e protocolos de profilaxia e controle
(Santos et al., 2003).

Métodos baseados na amplificacio do DNA para tipagem epidemioldgica estdo

sendo cada vez mais utilizados, devido a sua simplicidade e rapidez para a caracterizacao e
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diferenciagdo de micro-organismos. Dentre tais métodos, a técnica REP-PCR (Repetitive
Extragenic Palindromic Sequences - Sequéncias palindromicas extragénicas repetidas) ¢
considerado o menos oneroso, porém sendo reprodutivel em um periodo relativamente
curto, e com alto poder discriminatério para muitos organismos bacterianos (Sabat et al.,
2006; Wilson et al., 2009).

Neste contexto, a regido nordeste do Brasil detém o maior rebanho caprino leiteiro, e
a regido do Cariri Paraibano representa o principal polo de produgdo de leite caprino no
pais. Porém, investigagdes recentes nesta regido indicam a necessidade de melhoria na
obtencdo higiénica do leite cru e do processo de beneficiamento, em fungdo de elevados
niveis de contaminagdo, principalmente por micro-organismos do género Staphylococcus
spp. (Beltrao Filho et al., 2008; Lopes Junior, 2009; Oliveira et al., 2011; Moror?6 et al.,
2012).

O objetivo deste estudo foi monitorar a contaminacdo por Staphylococcus spp. em
usinas de beneficiamento do leite caprino no Cariri Paraibano através de andlise

microbioldgica quantitativa e genotipagem dos isolados por REP-PCR.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. O Cariri paraibano e a producio de leite de cabra

A caprinocultura leiteira no Brasil tem aumentado, de forma bastante significativa,
sua participagdo no cendrio agropecudrio brasileiro, superando o constante desafio de
conquistar e manter novos mercados para o leite de cabra e seus derivados. De acordo com
dados da FAO (2011), o Brasil possui rebanho caprino com 9.386.316 milhdes de cabegas
e produz anualmente 148.149 milhdes de litros de leite de cabra, tornando o pais o 17°
maior rebanho caprino do mundo.

O mercado nacional de leite de cabra ainda estd em desenvolvimento e ultimamente
tem crescido devido a demanda dos consumidores ¢ da inser¢do do leite na merenda
escolar, especialmente no Nordeste (Martins et al., 2007). Nessa regido, concentra-se mais
de 80% do rebanho caprino brasileiro e a produgdo de leite de cabra representa importante
atividade econdmica (Beltrao Filho et al., 2008), porém, ainda assim, a producao apresenta
baixos niveis de desempenho.

A base econdmica das propriedades produtoras de leite de cabra ¢ a agricultura
familiar, de tal forma que 83% dos estabelecimentos sdo considerados familiares. Os
produtores da regido sdo em sua maioria proprietarios de pequenas propriedades rurais e de
pequenos rebanhos constituidos por cerca de 20 a 30 animais, que sdo em sua maioria,
mestigos com ragas exoéticas de origem européia.

A regido do Cariri Paraibano destaca-se na exploracdo da caprinovinocultura, onde
se encontra a melhor area de mercado do pais pela sua localizagdo geografica, pela maior
densidade de caprinos e ovinos do continente e principalmente por possuir racas que
possuem aptiddo tanto para leite como para carne. Apesar destas caracteristicas favoraveis
esta atividade ainda encontra-se em processo de desenvolvimento, com crescimento e
melhorias a cada ano, através de incentivos e programas governamentais ¢ do setor
privado, gerando associacdes e cooperativas de produtores, direcionando a atividade a
frequente expansao e melhoria na qualidade do seu produto (Bandeira et al., 2007).

Dentre os programas de maior relevancia, o “Programa Leite da Paraiba”, do
Governo da Paraiba, garante ao pequeno produtor da regido a entrega de sua produgido em
usinas de leite de cabra, nas quais o mesmo ¢ pasteurizado, envasado, refrigerado e
transportado aos pontos de distribuicdo. Existem, atualmente, oito usinas de leite de cabra,

distribuidas nas cidades de Amparo, Cabaceiras, Gurjado, Monteiro, Prata, Sumé, Sao
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Sebastido do Umbuzeiro e Zabelé. A instalagdo das usinas de pasteurizacdo significou para
o programa a porta de entrada para a construcdo de um negdcio que, somente no ano de
2002, injetou R$ 1,5 milhdo de reais na regido, com a compra governamental do leite
caprino para os programas sociais do governo do Estado (Rodrigues & Quintans, 2003).

A industrializacdo do leite e seus derivados requerem instalagdes e equipamentos
apropriados, com realizacdo efetiva de Boas Praticas de Fabricagdo, para credenciamento
junto aos servicos de inspe¢do sanitiria (Cordeiro & Cordeiro, 2009). A vista disso, a
transformagdo da produgdo de leite caprino em agronegocio rentavel para a regido ¢
desafiador para os envolvidos nesta cadeia, com produtores e manipuladores modificando
habitos e conhecimentos passados por seus ancestrais.

A obtencado higiénica e o beneficiamento adequado do leite sdo etapas cruciais para
garantir um produto de 6tima qualidade, rentabilidade para derivados lacteos e seguranga
alimentar aos consumidores. Portanto, devido a sua participagdo na caprinocultura leiteira
no Brasil, ¢ de valiosa importincia a realizagdo de estudos e pesquisas que visem a
melhoria do leite caprino na regido do Cariri Paraibano, promovendo alicerce para sua
perseverancga e entrada no agronegocio. Ha necessidade de se obter informagdes precisas
sobre a contaminagdo microbiologica do leite, pois ¢ a base de possiveis medidas de
intervengdo e programas de gerenciamento de qualidade que devem ser implementados em
futuro proximo, tais como o sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

(APPCC).

2.2. Contaminac¢ao microbiologica do leite caprino

A presenca de taxas suficientemente altas de certos micro-organismos em alimentos
constituem as causas mais frequentes de problemas sanitarios, além de grandes perdas
economicas. Os procedimentos higiénicos realizados durante a obten¢do ¢ manutengdo do
leite, bem como durante seu beneficiamento no estabelecimento, determinam o tipo e a
quantidade desses contaminantes. E inexistente uma barreira entre profilaxia e higiene,
pois a profilaxia ¢ a ciéncia que trata dos meios de impedir a eclos@o e a transmissdo de
doengas; e a higiene ¢ a primeira medida a ser adotada ao se fazer profilaxia (Garcia et al.,
2000).

A contaminagdo do leite inicia-se na fazenda, durante ou apos a ordenha devido a
ineficiéncia de higienizacdo de utensilios e do homem, além de doengas do rebanho. Nao

se deve esquecer que as dificuldades de transporte, falhas no processo de beneficiamento e
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a estocagem podem interferir diretamente sobre a qualidade do leite. Dessa forma, para que
esta seja mantida € preciso produzi-lo, pasteuriza-lo e comercializa-lo de maneira correta,
de acordo com os parametros técnicos estabelecidos pela legislacdo (Garcia et al., 2000). A
pasteurizacdo do leite tem se constituido em valiosa arma na prevengdo de zoonoses
disseminadas por esse alimento. Porém, mesmo quando eficiente na destruicdo de agentes
patogénicos, a pasteurizagcdo ndo € capaz de eliminar todos os micro-organismos presentes
no produto. Do mesmo modo, o leite pasteurizado estd sujeito a recontaminacdo pos-
pasteurizagdo (Ajzental et al., 1996).

Além da limpeza e da desinfec¢do de superficies e equipamentos, que deve ser
avaliada periodicamente de forma a garantir a producdo de alimentos seguros, a
higienizacdo das mdos se destaca para a garantia de um cuidado seguro. As maos dos
profissionais e pessoas que transitam no setor alimenticio constituem importante meio de
disseminagdo de patdogenos entre o produto, profissionais e consumidores (OMS, 2009). A
microbiota composta por micro-organismos presentes na camada mais superficial da pele
sdo frequentemente removidos durante a lavagem das maos. Geralmente, esta microbiota
ndo se multiplica na pele, mas pode sobreviver, sendo facilmente transferida para
diferentes locais (Tortora, 2005).

Normalmente, a microbiota contaminante do leite ¢ composta por bactérias, enquanto
que as leveduras e fungos sd3o mais raros de serem encontrados. Dentre os contaminantes
estdo as bactérias psicrotroficas, coliformes, aerdbios mesofilos, Micrococcus,
Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus, esporos de Clostridium e bastonetes gram
negativos (Jay, 1998).

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 37, de 31 de outubro de 2000 (MAPA), que
regulamenta a qualidade do leite de cabra pasteurizado, o leite de cabra cru nio deve ter
uma carga de mesofilos superior a 5 x 10° UFC/mL. Quando pasteurizado, este produto na
industria deve portar uma carga de 1 x 10* até¢ 5 x 10* UFC/mL. No que diz respeito a
presenca de coliformes 30/35°C admite-se uma carga maxima quando pasteurizado de
4 NMP/mL, ja para os coliformes 45°C este limite cai para apenas 1 NMP/mL, ndo
havendo mengédo a respeito da quantidade de coliformes no leite cru. Finalmente, o leite

pasteurizado ndo deve apresentar contagens de Sa/monella spp.
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2.2.1. Género Staphylococcus

O género Staphylococcus apresenta as espécies patog€nicas mais comumente
responsaveis por surtos de intoxicagdo alimentar, por serem normalmente transmitidos aos
alimentos por meio de manipuladores (portadores assintomaticos), por meio dos animais
como o portador de mastite, e por sua versatilidade nutricional e capacidade de
crescimento em condigdes ambientais (Stamford et al., 2006). As enterotoxinas
estafilococicas (EE) sdo os principais agentes de intoxicagdo de origem bacteriana no
homem e tém sido relatadas em varios surtos de doengas transmissiveis por alimentos
(Cardoso et al., 1985).

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram positivos, isolados ou
agrupados em cachos, pares e tétrades. Sdo anaerobias facultativas, com maior crescimento
sob condig¢des aerobias, ndo esporogénicas, produtoras usuais de catalase e imoveis. Sao
bactérias mesofilas cuja temperatura de crescimento esta na faixa de 7° C a 45° C, mas suas
enterotoxinas sdo produzidas entre 10° C a 46° C, sendo a produgdo méxima entre 40° C a
45° C. Sao comumente encontrados na natureza, incluindo alimentos de origem animal ou
naqueles diretamente manipulados (Jay, 2005).

Os Staphylococcus encontram-se amplamente distribuidos no ambiente e fazem parte
da microbiota normal da pele e mucosas de pessoas sadias, com importante relevancia na
cavidade nasal, como armazenadora e disseminadora. Areas como o conduto nasal, olhos,
garganta, trato gastrointestinal, superficie da pele, principalmente maos, bracos, rostos e
feridas, destacam-se como reservatorios patogé€nicos (Rapini et al, 2005). Podem ser
também encontrados frequentemente no ar, alimentos, esgotos e fezes (Costa, 2008).
Assim, a contaminacao dos alimentos pode ocorrer em fungdo da contaminagdo primaria,
no local de produgdo; e de forma cruzada, durante a manipulagdo, em decorréncia de
higiene deficiente.

Existem cerca de 50 espécies e subespécies registradas do género Staphylococcus
(Pyorila et al., 2009), sendo que algumas sdo frequentemente associadas a uma ampla
variedade de infec¢des de carater oportunista em humanos e animais. Entre elas se
destacam as espécies: S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolyticus.
Tradicionalmente, os Staphylococcus sdo divididos em duas categorias: coagulase
positivos e negativos. A producdo de coagulase desta espécie esta ligada a sua viruléncia, e
entre os coagulase positivos o S. aureus representa a espécie geralmente envolvida em

infec¢des humanas (Silva e Gandra, 2004).
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Das intoxicagdes alimentares causadas por Staphylococcus spp. relatadas aos orgdos
publicos, predomina a linhagem coagulase positivo. Atualmente, a inspecao de produtos de
origem animal no Brasil ¢ coordenada pelo Departamento de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (DIPOA) e exige somente a pesquisa desta categoria de Staphylococcus,
ndo fazendo referéncia aos Staphylococcus coagulase negativos. No entanto, ja se tem
varios relatos de casos de intoxicacdo alimentar, no qual se implica a presenca de
Staphylococcus coagulase negativo enterotoxigénico (Lamaita et al., 2005; Stamford et al.,
2006; Mariano et al., 2007; Angelo, 2010; Lyra et al., 2013; Meira, 2012).

Além desses fatores de viruléncia mencionados o género ainda possui outros fatores,
como toxinas citoliticas (hemolisinas), toxina Sindrome do Choque Toxico, enzimas
(proteases, lipases, catalase, nucleases, penicilinases, entre outras), estruturas de superficie
(capsula de polissacarideo, proteinas extracelulares, adesinas) e mecanismos de resisténcia
a antibioticos e sanitizantes, bem como produgdo de biofilme, entre outros (Tortora, 2005).

A contagem de Staphylococcus em alimentos ¢ feita com a finalidade de relacionar
este micro-organismo a saude publica, para confirmacdo no envolvimento com
intoxicacOes alimentares, e controlar a qualidade higiénico-sanitaria dos processos de
producdo de alimentos, relacionando-se com contaminagdes pos-processamento ou das
condicdes de sanificagdo inadequada de superficies destinadas ao contato com alimentos
(Takizawa et al., 2005).

A contaminacdo estafilococica no leite ¢ frequente, uma vez que este apresenta
aporte nutricional suficiente para o crescimento bacteriano, assim como manipulagdo
frequente. A auséncia de padrdes de contagem para Staphylococcus spp. na Instrugdo
Normativa n° 37 que consta do regulamento técnico de produgio, identidade e qualidade do
leite de cabra no Brasil, bem como no regulamento destinado para leite bovino no pais,
caracteriza uma situacdo ainda mais agravante, uma vez que leite e derivados estdo entre os
principais alimentos envolvidos com DTAs. Portanto, faz-se necessario a produgdo de
informagdes sobre a contaminacdo estafilococica em leite no Brasil, dando suporte para a
implementagdo de medidas de correcdo em sua obtengdo e processamento industrial,

evitando riscos a satude publica.

2.3. Tipificacao de Staphylococcus spp. por REP-PCR
Sistemas de tipagem tradicionais, como a identificacdo fenotipica, sdo baseados na

avaliacdo da expressdo de caracteristicas geneticamente codificadas por isolados
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bacterianos; e incluem, por exemplo, morfologia, caracteristicas de crescimento,
capacidade de metabolizar substratos, resisténcia antimicrobiana, e outras fungdes que
resultam da expressdo de DNA, mas que ndo sdo baseados na deteccio do DNA
bacteriano. Pode existir uma variabilidade na expressdo de caracteristicas fenotipicas por
isolados pertencentes a mesma espécie (Heikens et al., 2005) e, por essa razdo, diferentes
métodos fenotipicos podem ser utilizados na subtipagem de isolados. Por outro lado, os
métodos fenotipicos apresentam caracteristicas que limitam sua aplicagdo como ferramenta
de subtipagem para finalidade epidemioldgica, uma vez que a interpretacdo dos testes
fenotipicos pode ser subjetiva (Carretto et al., 2005). A variabilidade na expressdo e
interpretacdo das caracteristicas fenotipicas limita a reprodutibilidade dos ensaios, ou seja,
a capacidade de gerar os mesmos resultados cada vez que os testes sdo usados (Zadocks &
Watts, 2009).

Os métodos de avaliagio da similaridade entre micro-organismos através da
investigacdo de caracteristicas de seu material genético revolucionaram a capacidade de
distinguir tipos bacterianos (ou subtipos), uma vez que se referem a caracterizacdo do
DNA cromossdmico, plasmidial ou total de um micro-organismo, caracteristicas estas
relativamente estaveis (Destro, 1995). Sistemas moleculares de tipagem epidemioldgica
podem ser usados para a investigagdo de surtos, para confirmar e delinear comportamentos
de transmissdo de um ou mais clones epidémicos, para testar hipdteses sobre fontes e
veiculos de transmissdo destes clones e para monitorar reservatorios de organismos
epidémicos. A tipagem também contribui para a vigilancia epidemiologica e avaliacdo de
medias de controle, através da documentacdo da prevaléncia avaliando-se tempo e
circulacdo de clones epidémicos em populacdes infectadas (Struelens, 1998). A premissa
basica para a tipagem epidemiologica ¢ que isolados (agentes infecciosos), que sdo parte da
mesma cadeia de transmissdo, sdo relatados como clones, ou seja, resultam da progénie da
mesma célula ancestral (Siripommongcolchain et al., 2002).

Nas ultimas décadas, verificou-se um aumento significativo no desenvolvimento e
aplicacdo de técnicas moleculares para a deteccdo, identificagdo e caracterizacdo de
bactérias patogé€nicas. A escolha de um método adequado de tipagem molecular (ou
métodos) depende significativamente do problema a ser resolvido e, o contexto
epidemioldgico em que o método vai ser usado, bem como o tempo e a escala geografica
(Sabat et al., 2013). Estes precisam ter excelente especificidade para serem capazes de

tipificar os isolados analisados com alto poder discriminatério. Ao mesmo tempo, devem
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ser rapidos, de baixo custo e altamente reprodutivéis, com facil execugdo e interpretacao
(Van Belkum et al., 2007).

Dentre os testes moleculares, aqueles baseados na reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) constituem modo simples e rapido de caracterizar e diferenciar micro-organismos.
Para a andlise de similaridade entre isolados bacterianos, destaca-se o Repetitive
Extragenic Palindromic Sequences (REP), apresentando-se como o mais barato entre os
demais métodos, reprodutivel em um periodo relativamente curto, ¢ com alto poder
discriminatorio para muitos organismos bacterianos (Sabat et al., 2006; Wilson et al.,
2009).

A REP-PCR ¢ baseada em padrdes de impressdes digitais (fingerprinting) gendmicas
para classificar os isolados em andlise. Os oligonucleotideos iniciadores para estas
sequéncias sao chamados de primers “de consenso”, que amplificam sequéncias repetitivas
distribuidas por todo o genoma (Winn Jr et al., 2008). Esse método permite a avaliagdo da
similaridade entre cepas, pois o tamanho da sequéncia é especifico para cada organismo
(Neela et al., 2005).

DNA repetitivos, os quais ocorrem em grandes quantidades em células eucaridticas e
frequentemente associados com regides codificadoras, consiste em regides
homopoliméricas simples de um mesmo tipo de nucleotideo, ou de um pequeno niimero de
muitas classes multiméricas repetidas. Estas sequéncias de elementos mostram
hipervariabilidade entre individuos, separadamente, e o mapeamento genético pode ser
usado para preparar “impressdes digitais” que sdo especificas para um individuo
(Rademaker & Brujin, 1998). Em procariontes, inexplicavelmente, comegaram a
prevalecer em abundéncia, e desde entdo sua identificacdo e andlise funcional t€m sido
estudados. Dados recentes sugerem que alguns desses elementos repetidos podem estar
envolvidos na sintese ou catabolismo de DNA e RNA (Tobes & Ramos, 2005), ou para ser
o mediador do genoma evolugdo (Schmidt & Anderson, 2006).

Entre os iniciadores complementares as regides entre os genes, de sequéncias
altamente conservadas e repetitivas, presentes na maioria das bactérias Gram negativas e
em muitas Gram positivas (Lupski & Weinstok, 1992), ha trés familias de sequéncias
repetitivas identificadas: a sequéncia REP de 25 a 40pb, a Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus (ERIC) de 124 a 127pb, e o elemento BOX de 154 pb (Rademaker &
Brujin, 1998).
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Os fragmentos de DNA podem ser separados por eletroforeses em gel (Winn Jr et al.,
2008) e o método Unweighted pair-group (UPGMA) ¢ frequentemente utilizado para a
analise do perfil de bandas, o qual utiliza médias aritméticas com pesos iguais para cada
amostra. Amostras semelhantes sdo agrupadas (clusters) e os agrupamentos sio
representados graficamente por um dendograma. No dendograma, para cada agrupamento
de espécies similares ¢ apresentado o percentual de similaridade entre as amostras, com o
respectivo intervalo de confianga, conferindo um modo pratico para a analise de relag@o
clonal (Rademaker & Brujin, 1998).

Para a interpretagdo do percentual da similaridade entre as amostras agrupadas em
dendogramas, utiliza-se a defini¢@o filogenética de espécies. Nessa defini¢do para agrupar
como uma espécie considera-se cepas com aproximadamente 70% ou mais de similaridade
em comparagdo do DNA (Wayne et al., 1987).

A utilizacdo de elementos repetitivos para a analise de genomas bacterianos tem
provado ser uma ferramenta poderosa para estudos de ecologia microbiana, microbiologia
ambiental, diagnostico molecular, microbiologia médica e analises epidemioldgicas (Ishii
& Sadowsky, 2009). Assim sendo, torna-se relevante a aplicagdo de tipagem molecular em
estudos epidemiologicos em casos de elevada contaminacdo e surtos de intoxicacdo
alimentar por Staphylococcus spp., por sua natureza ubiquitiria, com disseminacao
facilmente ocorrida entre alimentos, animais, homem, ambiente; para identificagdo dos
fatores de risco e determinagdo das estratégias de intervencdo e planejamento para o

controle da sua disseminacao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem

O estudo foi realizado em oito estabelecimentos de beneficiamento de leite
credenciados e fiscalizados pela Secretaria Estadual de Agricultura e/ou pelo Servigo de
Inspecdo Federal (SIF), localizados nos municipios de Amparo, Cabaceiras, Gurjdo,
Monteiro, Prata, Sumé, Sdo Sebastido do Umbuzeiro e Zabelé, identificadas aleatoriamente
(usinas A, B, C, D, E, F, G, H). Considerando o fluxograma de beneficiamento do leite
caprino pasteurizado nas usinas (Figura 1), foram colhidas amostras de leite cru em frascos
estéreis (50 mL), de leite pasteurizado em sua embalagem e suabes de superficie interna de
equipamentos (tanque de recep¢do, tanque pré-pasteurizagdo, tanque pulmio e

embaladeira), suabes de paredes e maos de manipuladores.

[
1 Leite cru entregue |
: por diversos 1
y  produtores* :

Recepgdo do
leite cru

Tanque
Recepcao™*

Tanque Pré- Pasteurizacdo Embaladeira*
Pasteurizacao*
————— -———a Leite pasteurizado
Tanque para 1 Recebe leite ensacado*®

pasteurizado e
alimenta a
Embaladeira

equilibrio do

=

: Refrigeragdo e

1
1
1
leite semi :
pasteurizado “ragao ¢
_________ 1 : comercializagdo

Figura 1. Fluxograma de beneficiamento do leite caprino pasteurizado em usinas do
Cariri Paraibano.
* Pontos de coleta do estudo.

~ . ;. 2 .
Para representagdo das amostras de superficie, moldes estéreis de 25 cm”, serviram
para determinar a area a ser amostrada, e com suabes previamente umedecidos em agua

peptonada tamponada a 0,1%, foram realizadas fric¢des ao longo deste plano. Para as maos
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dos manipuladores os suabes foram friccionados por toda a superficie das maios.
Posteriormente, os suabes utilizados foram hidratados através de imersdo em frascos
estéreis contendo 10 mL de agua peptonada tamponada (0,1%). Todas as amostras de
superficies foram colhidas antes do processamento do leite iniciar nas usinas. A Figura 2
ilustra os procedimentos de colheita em alguns desses pontos.

O periodo amostral foi realizado apos a realizagdo de cursos breves de reciclagem
abordando as Boas Praticas de Fabricagdo para funciondrios em todas as usinas e cinco
colheitas mensais (Janeiro a Maio de 2012) em cada uma das usinas, totalizando 40
amostras por estabelecimento e 320 amostras no total.

Todas as amostras foram mantidas em refrigeracdo e levadas ao Laboratorio de
Avaliagdo de Produtos de Origem Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal da Paraiba (LAPOA/CCA/UFPB) para a realizacdo das analises de enumeragdo de
Staphylococcus spp. e genotipagem dos isolados por REP-PCR.

Figura 2. Procedimentos de colheita em diferentes pontos do fluxograma
do leite caprino pasteurizado em usinas do Cariri Paraibano.
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3.2. Analises microbiologicas

3.2.1. Enumeracio de Staphylococcus spp.

A enumeragdo de Staphylococcus foi realizada segundo Bennett e Lancette (2001).
As amostras foram homogeneizadas e foram realizadas dilui¢cdes seriadas (1:10) em agua
peptonada a 0,1%. Aliquotas de 0,1 mL foram semeadas em placas de Petri contendo agar
Baird Parker (BP) (Acumedia®, EUA) suplementado com telurito de potassio e gema de
ovo, com incubacdo a 35° C por 24 horas. Colonias tipicas do género Staphylococcus
(circulares, negras ou cinzas, brilhantes, convexas com bordas perfeitas, rodeados por zona
opaca e/ou halo transparente) (Figura 3) foram quantificadas com auxilio de contador de
colénias (Phoenix Lufércio, CP 600). Os resultados foram expressos em unidades
formadoras de colonias por mL de leite (UFC/mL) para amostras de leite, em unidades
formadoras de coldénias por cm® (UFC/cm®) para amostras de superficie ¢ em unidades
formadoras de colonias por mao (UFC/mao) para amostras de maos de manipuladores.

As colonias sugestivas de Staphylococcus foram transferidas para agar BHI e
submetidas a verificagdo microscopica em esfregacos corados pelo método de Gram, teste
da catalase e coagulase em tubo. Amostras com caracteristicas confirmadas para o género
foram armazenadas em caldo infusdo de cérebro e coragdo (BHI) com 20% de glicerol

(Acumedia®, EUA) em freezer -80° C para posteriores analises.

Figura 3. Colonias tipicas de bactérias do género
Staphylococcus.
Fotos: Arquivo pessoal do autor.
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Tabela 1. Distribui¢do dos isolados de Staphylococcus spp. submetidos a genotipagem por REP-PCR no estudo.

3.2.2. Genotipagem por REP-PCR

3.2.2.1. Selecao dos isolados

Objetivou-se realizar a genotipagem de pelo menos um isolado de todas as amostras

positivas para Staphylococcus em cada colheita realizada, sendo assim, foram selecionados

114 isolados, como pode ser visualizado na Tabela 1.

Usinas de beneficiamento

A B C D E ¥ G H
nl C n C n Cc n Cc n C n Cc n Cc n C
2
LC e 82 5o 0 - 5 S0 - 0 -
Cs Cs Cs
2C1
LP 3 3 3 3 s 2 4 3 C4 6 3
2C3 2 C4 Cs 4
C3 Cs Cs 4
Cs Cs
Cs
Cl
TR 0 - 1 c o - 2 & 0 - 1 C 1 G 1
Cl o o C2
TPP 1 C5 3 @ 2 g 1 C 1 c 1 @ 2 g 3 G
C3 C4
Cl Cl
TPL 0 - 1 Cl 1 Cl 2 & 0 - 0 - 2 g 0 -
Cl
cl Cl
E 4 2 0w o2 Y s @ 1 s 3 03 o2 S, d
3 2 C3 2
C3 4
Ca
Cl Cl 2
P 2 04 2 & 2 @ 1 a1 @1 @ 1@ 1 c
Cl ) Cl )
M 2 a4 1o 0 - 1 o2 &1 o2 a2 G
Total 13 16 14 20 7 16 13 15

"' = quantidade de isolados selecionados por ponto, ¢ = ordem da colheita (C1 = Janeiro, C2 = Fevereiro, C3 = Marco,

C4 = Abril e C5 = Maio);

2 LC = Leite cru, LP = Leite Pasteurizado, TR = Tanque Recepgdo, TPP = Tanque Pré-Pasteurizagio, TPL = Tanque
Pulmao, E = Embaladeira, P = Paredes ¢ M = Mao manipulador

3.2.2.2. Extracio do DNA gendomico

A extracdo do DNA gendmico dos isolados de Staphylococcus spp. foi realizada por

fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1), descrito por Sambrook et al. (1989), com

modifica¢des. Culturas bacterianas (1,4 mL) crescidas em caldo infusao de cérebro e
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coracdo (BHI) foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi descartado e ao pellet obtido foram adicionados 500 pL de tampdo TE
10:1 (10 mM de Tris-HCI, pH 8, 1mM de EDTA), 10 puL de lisozima (10 mg/mL) (USB
Corporation, EUA) e 10 pL de proteinase K (5 mg/mL) (BioLabs®, EUA), para lise da
parede celular. A solucdo foi homogeneizada em vortex e incubada a 60° C overnight.

Em seguida, foram adicionados 100 pL de tampdo STE (2,5% SDS, 10mM Tris-HCI,
pH 8, 0,25M EDTA) com incubagdo a 60° C por 15 minutos, para solubilizagdo dos
lipidios. A solu¢do foi mantida em repouso a temperatura ambiente ¢ em gelo durante 5
minutos (cada). Adicionou-se 130 pL de acetato de amonio (7,5 M) (Amresco”, EUA),
com incubag¢@o em gelo por 15 minutos, neutralizando a reagao.

Sequencialmente, a solugdo foi centrifugada em rotacdo supracitada por 5 minutos,
com sobrenadante (= 700uL) transferido para novo tubo (1,5 mL) ¢ a este adicionado
volume igual de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (Sigma-Aldrich, EUA), sendo
novamente centrifugado por 5 minutos. O fenol:cloroformio precipita as proteinas,
revelando-as na interface entre as fases organica e aquosa.

O sobrenadante ou fase aquosa (onde se encontra os acidos nucléicos) (=400 pL) foi
transferido para um novo tubo (1,5 mL, livre de RNAse e DNAse) e a este adicionado 420
uL de Etanol absoluto gelado (Amresco®, EUA), com incubagdo a -20° C por 24 horas
para precipitacdo do DNA extraido.

Apbs 24 horas, o tubo foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos, € o
sobrenadante descartado. O pellet (translicido) foi seco em temperatura ambiente por 30
minutos e ressuspendido em 30 pL de agua (deionizada e autoclavada), com incubagdo a -
20° C por 24 horas. Por fim, o DNA genomico extraido foi avaliado quali-
quantitativamente por espectrofotometria, através do uso de biofotometro (Biophotometer
Plus, Eppendorf®, Alemanha).

Admitiram-se limites de quantidades de DNA acima de 300 ng/uL. e absorbancias
(Azs0ns0) entre 1,7 a 1,9. Para realizacdo das analises moleculares seguintes foi realizada
uma padronizacdo de DNA para 50 ng/pL em 40 pL de agua (destilada, deionizada e

autoclavada).

3.2.2.3. Amplificaciao
A reagdo de amplificacdo para a REP-PCR foi realizada segundo protocolo descrito

por Van Der Zee et al. (1999), com modificacdes. Preparou-se reagdo com volume total de
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25 pL, contendo tampao (x1), MgCl, (3 mM), dNTPs (200 uM de cada), primer RW3A
(5'-TCG CTC AAA ACA ACG ACA CC-3") (1 pmol), Tag DNA polimerase (1U), agua
(deionizada, destilada e autoclavada) e DNA alvo.

A mistura reacional foi incubada em Termociclador (TPersonal Thermocycler,
Biometra®, Alemanha) com os seguintes ciclos: desnaturacdo inicial a 94° C por 3 minutos,
seguida de 30 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94° C por 1 minuto, anelamento a 50°
C por 1 minuto e polimerizagcdo a 72° C por 2 minutos) e extensdo final a 72° C por 5
minutos.

Os amplicons foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 2%,
corados com Gel Red (Biotium, EUA) e visualizados com auxilio de transiluminador em
UV (Carestream Molecular Imaging Software - Version 5.0, ©Carestream Health, Inc,
EUA). O tamanho dos fragmentos amplificados foi analisado por comparagdo com um
padrdo de massa molecular de 100 pb e 1 kb (Ludwig Biotec, Brasil). Como controle

positivo foi utilizado cepa padrao ATCC 25923 S. aureus.

3.3. Analise dos dados

Os dados microbiologicos foram logaritmicamente (logjo) transformados e
analisados utilizando-se estatistica descritiva convencional através da qual foram
determinados valores médios e desvio padrdo, com o uso de planilha eletronica (Microsoft
Excel®).

Com relagdo a genotipagem, a similaridade entre as cepas de Staphylococcus spp. foi
determinada com base na presenca ¢ auséncia de bandas no gel, com imagens processadas
pelo software BioNumerics® (Versdo 7.1, Applied Maths, Bélgica). Para expressio da
similaridade entre os diferentes gendtipos, utilizou-se coeficiente de Dice (2% de
tolerancia) e construcdo de dendograma através da obten¢do das médias aritméticas de
grupos em pares de dados combinados (UPGMA), onde diferentes clusters foram
determinados automaticamente pelo software utilizando coeficiente de Correlagdo Ponto
Bisseriado. Controles internos foram utilizados: isolados de infec¢Ges nosocomiais de
humanos (secre¢do de pele) (n=1) e isolado de nasal suino (n=1).

Adicionalmente, o poder discriminatorio da REP-PCR foi avaliado pelo calculo do

valor D,conforme previamente descrito por Hunter e Gaston (1988).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da contagem média de Staphylococcus
spp. em amostras de leite de cabra cru de diferentes usinas do Cariri Paraibano. Para
amostras de leite cru as contagens de Staphylococcus spp. variaram de 3,94 a 5,93
log UFC/mL, com valor médio entre as usinas de 5,18 log UFC/mL (> 10° UFC/mL).
Valores similares foram encontrados por Oliveira et al. (2011%), Sousa et al. (2009) ¢
Monte et al. (2009) na mesma regido, relatando contagens médias que variaram entre 5 a 7
log UFC/mL.

Em outras regides brasileiras (Picoli et al., 2006; Gottardi et al., 2008; Sobrinho et
al., 2012) assim como em outros paises (Muehlherr et al., 2003; Cupakova et al., 2012;
Suguna et al., 2012) pode-se verificar niveis de contaminag@o estafilocdcica em leite de
cabra cru inferiores aos encontrados neste estudo, sendo relatadas contagens menores que
4 log UFC/mL. Para tanto, em leite bovino na mesma regido avaliada foram encontradas
contagens médias de Staphylococcus spp. de 3,99 log UFC/mL (Oliveira et al., 201 1°).

Os valores elevados de Staphylococcus spp. encontrados em leite cru neste estudo
podem estar relacionados aos seguintes fatores: condicdes higi€nico-sanitarias
insatisfatorias dos locais de ordenha, maus habitos dos ordenhadores ou ainda com a
ocorréncia de mastite nos rebanhos, bem como o transporte do leite até a usina de
beneficiamento, levando a uma maior ou menor contaminacdo do leite por micro-

organismo.

Tabela 2. Valores médios da contagem de Staphylococcus spp. em amostras de leite de cabra cru de oito
diferentes usinas de beneficiamento no Cariri Paraibano, no periodo de janeiro a maio de 2012.

. Usinas de beneficiamento
Ponto de coleta

B C D E F G H Média
Leite cru 5,60 5,93 3,94 573 NHC® 4,68 NHC NHC 5,18
+0,38 £2,56 045 +1,11 +0,69

"Dados expressos em log UFC/mL com valor de desvio padro (£). Na usina A o desvio padrdo ndo foi reportado devido
a presenga de apenas uma coleta.
2NHC: nio houve coleta por falta de matéria prima no momento da coleta.

As contagens médias de Staphylococcus spp. em amostras de superficie de diferentes
pontos do processamento do leite caprino estdo expressos na Tabela 3. Considerando os

pontos de superficie anteriores a pasteuriza¢do ndo se obteve detec¢ao de Staphylococcus

spp. nas amostras de tanque recepcdo em trés usinas (A, C e E) durante as cinco colheitas
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realizadas, mostrando a eficiéncia dos procedimentos de limpeza e desinfeccdo realizados
nessas usinas, apesar do tanque recepc¢do receber leite cru com alta contaminacdo. Logo, a
menor média de contaminagio (0,65 log UFC/cm®) por Staphylococcus spp. entre 0s
pontos de superficie investigados foi no tanque recepcdo. Os valores reportados no
presente estudo sdo ainda inferiores a 8,23 log UFC/cm?, valor registrado em tanque de
recepgdo de leite bovino no Sul do pais (Guido et al., 2010).

Por outro lado, a maior contaminagdo observada (1,93 log UFC/cmZ) em tanque
recepcdo deu-se na usina D, sendo a segunda maior contagem de Staphylococcus spp. nesta
usina, podendo vir a ter alguma importancia como via de contaminag¢do no produto final.
Assim sendo, enquanto que em geral as usinas apresentaram baixa contaminagdo no tanque
recepgdo, isso ndo foi observado em algumas usinas, sugerindo haver fatores intrinsecos a

cada usina que determinam o perfil de contamina¢do por Staphylococcus spp. em seus

equipamentos.

Tabela 3. Valores médios da contagem de Staphylococcus spp. em amostras de superficie interna de diferentes
pontos do processamento do leite de cabra pasteurizado no Cariri Paraibano de oito diferentes usinas de
beneficiamento no Cariri Paraibano, no periodo de janeiro a maio de 2012.

Ponto de coleta’

Usinas de beneficiamento

A B C D E F G H  Média

Tanque Recepcio 0 0,65 0 1,93 0 0,83 0,80 1 0,65
+0,98 +1,28 +1,10 +£1,28 +1,50 +0,49

Tanque Pré-Pasteurizagao 1,31 2,29 1,24 0,97 0,93 1 2,30 2,35 1,55
+2,10 +1,83 +£1,48 +£1,54 +1,49 =+£1,50 +2,76 =+1,88 =+0,57

Tanque Pulméo 0 ,s6 1,13 2,49 0 0 2,33 0 0,94
+1,56 +1,69 +£2,99 +1,86 +0,94

Embaladeira 2,60 1 1,36 1,38 046 2,70 1,83 1,89 1,65
+1,16 +1,50 *1,63 +1,10 =+0,74 =£1,35 +£2,19 +£227 +0,60

Mio Manipulador 1,22 0,69 0 0,40 122 09 1,39 120 0,88
+1,47 =+1,04 +0,64 +£1,47 =+£1,43 =+£1,67 1,44 0,39

Paredes 1,70 096 1,20 0,69 1 0,80 040 1,86 1,08
+2,04 *1,15 *144 1,11 *1,50 *1,28 =+0,64 =£1,49 =+0,38

" Dados expressos em log UFC/cm’ com valor de desvio padrio (), exceto amostras referentes ao ponto Mo Manipulador,

sendo expressas em log UFC/mao.

O tanque pré-pasteurizagdo por sua vez, apresentou a segunda maior média de

contagens de Staphylococcus spp. (1,55 log UFC/cm?) entre os pontos de superficie
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investigados, mostrando deficiéncias no processo de higienizagdo nas usinas,
possivelmente devido a concepgodes equivocadas em relacdo a sua importancia.

Nos pontos de superficie apds a realizagdo da pasteurizagdo, o tanque pulmao
apresentou a menor contaminagio por Staphylococcus spp. (0,94 log UFC/cm?), sendo
observada a auséncia de contagens em quatro (50%) usinas durante todas as colheitas.
Porém, as contaminag¢des obtidas nas usinas B, C, D e G foram elevadas (1,13 a 2,49
log UFC/cm?), sugerindo haver diferencas entre os procedimentos de limpeza e
desinfeccdo no tanque pds-pasteurizacdo entre as usinas estudadas. Em vista disso, assim
como observado em outros pontos supracitados, fatores individuais em cada usina
contribuem para que ocorram diferengas nos perfis de contaminagdo durante o
beneficiamento do leite caprino.

Elevada contaminagdo por Staphylococcus spp. foi observada em embaladeira de
todas as usinas, correspondendo a maior média (1,65 log UFC/cm?) dentre todos os pontos
de superficie investigados. Nas usinas A, E e H onde o ponto que antecede a embaladeira
apresenta auséncia de contaminacdo por Staphylococcus spp., e nas usinas C e F onde
embaladeira apresentou contagens superiores em relacdo aos demais pontos, verifica-se
que a contaminacdo residual neste equipamento pode representar um fator chave na
recontaminacdo do leite pasteurizado por micro-organismos do género Staphylococcus. De
forma similar, Guido et al. (2010) relataram a embaladeira como o principal foco de
contaminagdo do leite bovino pasteurizado.

A dificuldade de higienizacdo em embaladeiras nas usinas pode ser uma possivel
explicagdo para a elevada contaminagdo por Staphylococcus spp. nas usinas investigadas,
uma vez que o equipamento por ndo possuir facil acesso, permite a retencdo de residuos
organicos e incrusta¢des, podendo haver retencdo e proliferacdo de micro-organismos.
Ainda, ¢ possivel que a formacdo de biofilmes por parte desses micro-organismos esteja
ocorrendo nas usinas, aumentando assim as chances de contaminagdo cruzada e
dificultando o processo de limpeza. Segundo Aarnisalo et al. (2006), uma causa comum de
problemas de higiene em equipamentos se refere ao mal planejamento de seus
componentes em termos de facilidade de limpeza e desinfecgao.

Exceto na usina C, amostras positivas dos manipuladores para Staphylococcus spp.
foram detectadas em todas as usinas, apresentando contagem média de 0,88 log UFC/mao.
Desta forma, como as médias representam cinco colheitas realizadas em periodos

diferentes e bactérias do género Staphylococcus sdo comumente encontradas nas maos de
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humanos, ¢ importante salientar que os resultados indicam elevada higiene pessoal por
parte dos funcionarios nessa usina. Em contrapartida, nas usinas A, E, G e H foram
observadas contagens elevadas de Staphylococcus spp. em maos de manipuladores,
representando importante fonte de disseminacdo de micro-organismos deste género no
ambiente de beneficiamento do leite de cabra através de contaminag¢des cruzadas.
Conforme Pereira et al. (1999) contaminagdes estafilococicas em alimentos por
manipuladores representam eminente risco ao consumidor, evidenciando a atengdo para a
higiene pessoal e lavagem de suas maos antes da manipulacao.

Todas as usinas apresentaram contagens elevadas de Staphylococcus spp. em
amostras de superficie de paredes, representando a terceira maior contagem média (1,08
log UFC/cm?) entre os pontos investigados. Os resultados revelam possiveis deficiéncias
ou mesmo auséncia de limpeza da infraestrutura nas usinas, possivelmente devido a
concepgdes erroneas de sua importancia no fluxo do beneficiamento do leite.

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados da contagem média de Staphylococcus
spp. em amostras de leite de cabra pasteurizado de diferentes usinas do Cariri Paraibano.
No leite pasteurizado as contagens médias de Staphylococcus spp. entre as usinas foi de
2,85 log UFC/mL, assinalando o efeito da pasteurizacdo, capaz de reduzir a populacdo de
micro-organismos presente. Porém, apesar da redugdo nas contagens de Staphylococcus
spp., através de uma analise individualizada ¢ possivel observar cinco (62,5%) usinas que
apresentaram contagens maiores que 3 log UFC/mL (>10° UFC/mL). As contagens de
Staphylococcus spp. em leite caprino pasteurizado foram elevadas na regido, conforme ja
descrito por Sousa et al. (2009) e Monte et al. (2009). A elevada carga de Staphylococcus
spp. encontrada no leite pasteurizado pode estar relacionada a uma também elevada carga
microbiana no leite cru, revelando contagens de Staphylococcus spp. ainda significantes no
produto pos-tratamento térmico. Segundo Feniman (2003) quando a carga microbiana
inicial do leite ¢ elevada, os processos de beneficiamento e industrializagdo, geralmente,
ndo sdo eficientes para a destruigdo dos micro-organismos deteriorantes ¢ patogénicos.

Os valores reportados no presente estudo sdo superiores aqueles descritos em outras
regides do Brasil (Picoli et al., 2006; Vittori et al., 2008; Santos et al., 2012), ¢ ainda
maiores aos encontrados em leite bovino pasteurizado (Borges et al., 2008; Salvador et al.,
2012). Embora a legislacdo brasileira em vigor que qualifica o leite de cabra cru ou

pasteurizado (INn°37) ndo estabelega valores de referéncia para contagens de
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Staphylococcus spp., verifica-se que os valores encontrados sdo excessivos em relacdo a

outros paises (Cupakova et al., 2012).

Tabela 4. Valores médios da contagem de Staphylococcus spp. em amostras de leite de cabra pasteurizado de
oito diferentes usinas de beneficiamento no Cariri Paraibano, no periodo de janeiro a maio de 2012.

. Usinas de beneficiamento
Ponto de coleta

A B C D E F G H Média

Leite pasteurizado 3,05 1,76 336 335 152 345 217 417 285
147 +098 134 +134 20,76 +1,02 +1,79 +0,33 +0,78

"Dados expressos em log UFC/mL com valor de desvio padrio ().

Sabe-se que o género Staphylococcus ¢ bastante sensivel as temperaturas de
pasteurizagdo (Nader Filho, 1994), no entanto, ¢ observado que os valores deste micro-
organismo em amostras de leite pasteurizado permaneceram elevados. Em especial, a usina
C apresentou diferenca irrelevante (0,58 log UFC/mL) entre as contagens de
Staphylococcus spp. em leite cru e leite pasteurizado.

Logo, investigando o processo de pasteurizagdo nas usinas estudadas foi possivel
observar ineficiéncia no processo de pasteurizagdo por aplicacdo incorreta do bindémio
tempo-temperatura em cinco usinas (62,5%) (usinas B, C, F, G ¢ H), com ocorréncia de
pelo menos uma vez durante as cinco colheitas realizadas. Apesar disso, ndo houve relagio
entre a presenca da negligéncia & maior contagem de Staphylococcus spp. no leite
pasteurizado, implicando dizer que possivelmente ocorreu uma contaminagdo apos o
tratamento térmico. De forma similar, Silva et al. (2010) ndo encontraram associagdo entre
falhas na pasteurizacdo e pardmetros microbiologicos do leite bovino pasteurizado,
evidenciando a contaminagdo residual e contaminag¢do cruzada nos processos pos-
pasteurizagdo a contribuir para a elevagdo das contagens de Staphylococcus spp. no leite
apos o tratamento térmico.

De acordo com Breurec et al. (2010), a qualidade insatisfatoria de leite pasteurizado
¢ consequéncia da ma qualidade do leite cru utilizado e/ou um alto nivel de
recontaminacdo nos processos apds o tratamento térmico, basicamente, através de
equipamentos com deficiente sanificagao.

A presenga de Staphylococcus em alimentos ¢ de grande importancia, principalmente
os de coagulase positivo (SCP), que a partir de contagens de 10° UFC/mL ou g (5
log UFC/mL ou g) nos alimentos, podem produzir enterotoxinas termoestaveis (Cardoso et

al., 1985). No entanto, no presente estudo uma grande parcela de coldnias tipicas e atipicas
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foi confirmada como Staphylococcus coagulase negativo (SCN), sendo as SCP oriundas
apenas de amostras de leite.

Para SCP foram positivas seis (24% de 25 amostras totais colhidas) amostras
provenientes de leite cru e quatro (10% de 40 amostras totais colhidas) de leite
pasteurizado. Esse resultado pode estar relacionado com o fato de serem os SCN os
agentes mais encontrados na glandula mamaria dos caprinos (Contreras et al., 1997; Murici
et al., 2002). Porém, esta prevaléncia de SCN em amostras de leite pasteurizado, aquele
destinado ao consumo, bem como em sua linha de producdo pode representar um risco em
potencial de produgdo de enterotoxinas, uma vez que, estes podem ser capazes de produzir
enterotoxinas (Lyra et al., 2013).

A Figura 4 ilustra alguns perfis genotipicos de isolados de Staphylococcus spp.
obtidos através da REP-PCR no presente estudo. Utilizando o primer RW3A, a REP-PCR
gerou produtos de amplificagdo que variaram de 200 a 4.000 pares de bases (pb). O
método apresentou elevado poder discriminatorio (D = 0,99) para Staphylococcus spp.,
corroborando estudos ja realizados com esse método (Reinoso et al., 2007; Reinoso et al.,
2008; Babouee et al., 2011; Giarola et al., 2012).

Os dendogramas gerados a partir da analise de similaridade genética de
Staphylococcus spp. isolados de diferentes pontos do processamento do leite caprino
pasteurizado nas usinas investigadas, em diferentes periodos sdo apresentados nas Figuras

S5eb6.

Figura 4. Gel de agarose com produtos de REP-PCR gerados a partir de Staphylococcus spp.
isolados de diferentes pontos em usinas de processamento do leite de cabra
pasteurizado no Cariri Paraibano. (M: marcador molecular; 1 a 25: amostras; C+ e C-:
controle positivo — ATCC 25923 §. aureus e controle negativo).
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De maneira geral, Staphylococcus spp. provenientes do leite pasteurizado
apresentaram perfil genotipico similar a isolados de equipamentos e de maos de
manipuladores nas usinas investigadas. Contudo, a andlise individualizada por usinas
permitiu a identificagdo de possiveis vias de contaminagdo do leite durante seu
processamento e, que de fato, os resultados da avaliagdo molecular reforgaram as hipdteses
de contaminagao levantadas na analise microbioldgica quantitativa.

Foi observado perfil genotipico idéntico de Staphylococcus spp. coagulase negativos
isolados de embaladeira ¢ do leite pasteurizado na usina F (Figura 6), em periodos
diferentes de colheita, demonstrando a importancia da contaminagdo residual, uma vez que
ndo havia sido detectado Staphylococcus spp. em equipamento anterior (Tabela 3). Em
paralelo, na usina A (Figura 5), Staphylococcus spp. isolados da embaladeira apresentaram
perfis genotipicos indistinguiveis em diferentes colheitas. Esse resultado ressalta a
presenca de contaminagdo residual nesse equipamento na usina A, corroborando elevada
contagem de Staphylococcus spp. na embaladeira nesta mesma usina (Tabela 3), onde ndo
havia sido detectado este micro-organismo no tanque ap6s a pasteurizagcdo (tanque
pulmao).

Elevada similaridade genotipica de Staphylococcus spp. obtidos da embaladeira e de
outros equipamentos foram observados na maioria das usinas. Na usina C (Figura 5) e na
usina G (Figura 6), foram detectados perfis indistinguiveis entre Staphylococcus spp.
isolados de tanque pulmao e da embaladeira, indicando possivel contaminagdo deste ultimo
ponto por micro-organismos presentes nos equipamentos que antecedem o processo. Da
mesma forma, a presenca de perfis genotipicos idénticos também foi observada entre
Staphylococcus spp. isolados do tanque pré-pasteurizagdo e da embaladeira (usina H).

Na usina G, a qual havia apresentado elevada contaminagdo estafilococica residual
no tanque pré-pasteurizagdo, pode-se observar Staphylococcus spp. de genotipos
indistinguiveis oriundos desse mesmo tanque e do leite pasteurizado, em mesma coleta.
Esta situagdo reforga que a contaminagdo residual possa representar, efetivamente, um
problema-chave na qualidade do leite beneficiado nas usinas do Cariri Paraibano. Kells e
Gilmour (2004) enfatizam a provavel producdo de biofilmes pelos micro-organismos
presentes no ambiente do laticinio, uma vez que, estes podem ser protegidos por so6lidos de
leite, com permanéncia e proliferagdo durante as etapas do processamento do leite. Neste
sentido, estudos com o objetivo de avaliar a sensibilidade de Staphylococcus spp. isolados

no ambiente de beneficiamento do leite frente a sanificantes utilizados nas usinas
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investigadas faz-se necessario, bem como, apresentar substancias alternativas para o
processo de desinfeccao.

Inversamente a avaliacdo quantitativa, os resultados de genotipagem indicam que os
problemas de qualidade do leite podem estar associados a falhas no processo de
pasteurizagdo, como observado nas usinas C e D (Figura 5), onde Staphylococcus spp.
isolados de leite pasteurizado apresentaram 100% de similaridade genética com isolados de
Staphylococcus spp. de leite cru.

Além da importancia da contaminagdo residual, os resultados da genotipagem
também indicam que a higiene do manipulador desempenha papel importante na qualidade
e na seguranca do leite beneficiado nas usinas, uma vez, que perfis genotipicos
indistinguiveis foram observados entre Staphylococcus spp. coagulase negativos do leite
pasteurizado ¢ da mao de manipulador na usina H (Figura 6). Porém, considerando que
durante o processamento, o leite ndo ¢ manipulado diretamente pelos funcionarios, €
possivel que, nessa usina, condigdes deficientes de higiene pessoal possam contribuir para
a contaminacdo do produto através de equipamentos. De fato, nessa mesma usina, foram
obtidos gendtipos indistinguiveis de Staphylococcus spp. colhidos da mao de
manipuladores e do tanque de recepg¢ao (Figura 6).

Similarmente, genotipos indistinguiveis de Staphylococcus spp. colhidos da mao de
manipuladores , da embaladeira e das paredes foram observados na usina A (Figura 5) e
na usina G (Figura 6). Além disso, um resultado mais relevante e que reforca ainda mais a
importancia da higiene do manipulador é o fato de ter sido identificada elevada
similaridade genotipica entre Staphylococcus spp. isolados da embaladeira (usinas A e D)
ou mesmo do leite (usina B) com cepa de Staphylococcus spp. colhida de lesdo de pele em
humanos obtida de isolamento clinico em hospital do Estado.

Em sintese, os resultados do presente estudo demonstraram haver elevada
similaridade entre Staphylococcus spp. colhidos em leite pasteurizado e aqueles obtidos de
equipamentos ¢ maos de manipuladores nas usinas investigadas, o que corrobora os
resultados obtidos através da microbiologia convencional e demonstra a importancia dos
procedimentos de higiene no beneficiamento de leite caprino em usinas na regido do Cariri
Paraibano. A forma de higienizar os equipamentos na industria de alimentos ¢ também
fundamental, favorecendo a contaminacdo cruzada entre funcionarios e equipamentos,
dado que, Santana et al. (2001) observaram elevadas contagens de meso6filos em amostras

de superficie de tanques de expansdo em propriedades em que a higienizagdo era realizada
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manualmente e ndo automatizada. A agua residual em equipamentos proveniente da
higienizacdo torna-se também de importancia relevante, criando ambiente favoravel para o
crescimento de micro-organismos deteriorantes. Conforme Bramley e McKinnon (1990),
pelo menos 10% do total de bactérias do leite sdo oriundas da agua residual dos
equipamentos.

E evidente que os cuidados para garantir um produto final de qualidade e de
seguranga devem ser tomados de forma integrada, desde a obtencdo da matéria prima,
durante o processamento industrial até sua distribui¢do e comercializagdo (Forsythe, 2002).
Faz-se necessario, portanto, a reavaliagdo nas Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) desde a
obtencdo da matéria prima até o produto final nas usinas no Cariri Paraibano, a fim de
definir um planejamento de acdes corretivas, como orientacdo dos manipuladores, adogdo
de protocolos de higienizagdo, bem como, estudos sobre substincias sanificantes
alternativas.

Para tanto, ¢ imprescindivel o comprometimento da direcdo e funcionarios nessas
usinas com propoésito de melhorar a qualidade do leite de cabra pasteurizado garantindo
seguranga alimentar ao consumidor. Uma vez que, o leite ¢ destinado a diminui¢do da
desnutricdo, com prioridade ao atendimento de criangas de 6 a 36 meses de idade,
pertencentes a familias com renda baixa no Estado da Paraiba, torna-se ainda mais
pertinente a transformacao da situacdo encontrada no presente estudo.

Por fim, o poder discriminatéorio da REP-PCR, a rapidez e seu baixo custo,
demonstraram que o método pode ser util na avaliacdo epidemiologica da contaminagao
estafilococica em usinas de leite. Conclusdo semelhante havia sido reportada por
Olivindo et al. (2009), utilizando a técnica REP-PCR no monitoramente da contaminagao
por Staphylococcus aureus em diferentes pontos do processo de ordenha.

Na literatura, diversos autores (Deplano et al., 2000; Amorim et al.,, 2002;
Chapaval et al., 2006; Reinoso et al., 2008; Olivindo et al., 2009; Babouee et al., 2011;
Giarola et al., 2012; Meark et al., 2012; Sabat et al. 2013) fazendo uso da técnica de REP-
PCR entre outras técnicas de tipagem molecular para identificar cepas epidémicas entre
isolados do género Staphylococcus relatam a importancia da aplicagdo e desenvolvimento
de metodologias de tipagem moleculares rapidas e precisas na identificacdo da fonte de

contaminacdo e disseminacdo de doencas infecciosas.
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5. CONCLUSOES

O leite caprino produzido na regido, o qual ¢ entregue as usinas investigadas para
processamento, apresentam elevada contaminacdo por Staphylococcus spp., havendo a
necessidade de conscientizagdo de produtores no momento da ordenha e transporte até o
estabelecimento processador.

Do mesmo modo, o leite de cabra ap6s o tratamento térmico apresentou ainda
contagens significantes de Staphylococcus spp., mostrando a comercializacdo de produtos
com qualidade indesejada na regido, evidenciando falhas no processamento do leite
pasteurizado nas usinas, procedentes de negligéncias na realizacdo da pasteurizacdo e/ou
recontaminacdo pds-pasteurizagao.

As usinas de beneficiamento de leite caprino no Cariri Paraibano apresentam elevado
indice de contaminagdo por Staphylococcus spp., difundida em todo o ambiente da usina
nos equipamentos durante o processamento do leite pasteurizado e maos de manipuladores,
determinando focos de contaminagdo durante o processamento do leite.

A analise de similaridade através da técnica REP-PCR de isolados de Staphylococcus
spp. de diferentes pontos do processamento do leite de cabra nas usinas revelou gendtipos
de isolados de amostras de leite e equipamentos, bem como de maos de manipuladores,
estreitamente relacionados entre si. Esses resultados asseguram a incidéncia de

contaminagao residual e cruzada nas usinas do Cariri Paraibano.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do que foi exposto, torna-se necessario a reavaliacdo na execu¢do de Boas
Praticas de Fabricagao nas usinas de beneficiamento, retificando procedimentos de limpeza
e desinfeccdo de equipamentos e ambiente de trabalho, com orientacio adequada de
manipuladores e funcionarios.

Estudos futuros sdo indispensaveis para que haja elucidagdo do potencial patogénico
de Staphylococcus spp. isolados neste estudo, dando suporte para o planejamento de agdes

eficazes na prevencdo e controle de patdogenos zoondticos.
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