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1. INTRODUCAO

O leite é um alimento rico em nutrientes como proteinas, carboidratos,
gorduras, vitaminas e sais minerais, sendo completo para as faixas etarias mais
predispostas a doencas, como idosos e convalescentes (GUERREIRO et al.,
2005; SANDA et al., 2013).

Contudo, o leite € um produto altamente perecivel, sendo suscetivel a acédo
de micro-organismos contaminantes, principalmente quando sua obtencdo e
manipulacdo séo realizadas sob condi¢des higiéncio-sanitarias ineficientes, o que
pode comprometer as suas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas, tornando
seu consumo um risco para a populacdo (NERO et al., 2003; WARMINSKA-
RADYK et al., 2003).

Sendo as bactérias da espécie Staphylococcus aureus micro-organismos
comensais das fossas nasais, pele e intestino de humanos e animais, estas, por
sua natureza, propagam-se facilmente, utilizando-se desses reservatérios naturais
como forma de veiculagdo para diferentes ambientes, até mesmo para 0s
alimentos (KONEMAN, et al., 2008; RAPINI et al., 2004). A ingestdo de leite e
derivados contaminados por Staphylococcus aureus é o comportamento de risco
responsavel pelo desenvolvimento de casos e de surtos de intoxicacdo alimentar,
devido a capacidade destes de produzir enterotoxinas, presentes na maioria das
cepas desta espécie de estafilococos (GANDRA, 2003).

A PCR (reacdo da polimerase em cadeia) € uma técnica molecular de
utilizacdo para o diagndstico microbioldgico, inclusive em alimentos (ZSCHOCK et
al., 2005). A multiplex PCR (mPCR) é uma variacdo da PCR convencional, onde
utilizam-se mais de um par de primers na mesma reacdo, o que possibilita a
amplificagdo de mais de uma sequéncia de DNA de forma simultanea,
possibilitando que mais de uma espécie bacteriana seja identificada na mesma
PCR, tornando esta uma analise mais ampla, rapida e barata (PHUERKTES et al.,
2001; GANDRA, 2006).

Sabendo disso, 0 objetivo do trabalho foi realizar a identificagdo molecular
de isolados de Staphylococcus coagulase positiva obtidos de amostras de leite
cru e da pele dos tetos de vacas em ordenha.

2. METODOLOGIA

As amostras utilizadas para o estudo foram anteriormente coletadas em
cinco diferentes unidades produtoras de leite da regido sul do Rio Grande do Sul,
e o critério de utilizacdo dos isolados de Staphylococcus para a identificacao
molecular do género foi a verificacdo da produgéo da enzima coagulase.

Previamente, para as amostras coletadas dos tetos dos animais durante a
ordenha, foram utilizadas zaragatoas estéreis friccionadas em uma area
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delimitada de 12 cm? do teto, e apds, estas foram depositadas em 12 mL de agua
peptonada tamponada 0,1%. J& o leite cru foi homogeneizado e coletado em um
frasco estéril direto dos tanques de expansdo com o auxilio de uma concha
estéril, e apds as coletas, as amostras foram analisadas conforme metodologia
descrita pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003),
no Laboratorio de Inspe¢do de Produtos de Origem Animal da Universidade
Federal de Pelotas (LIPOA/UFPel).

Apbs as devidas semeaduras, foi realizada a prova da coagulase livre para a
observacdo da coagulacdo do inoculo, e depois da confirmacdo dos isolados
como Staphylococcus coagulase positiva, 0s mesmos foram estocados em caldo
Brain Heart Infusion (BHI) adicionado de 20% de Glicerol, a -20°C.

Para o presente estudo, foram selecionados 13 isolados de Staphylococcus
coagulase positiva, sendo cinco amostras da pele dos tetos e oito de leite cru,
que apols a recuperacdo em BHI, tiveram o seu DNA extraido conforme a
metodologia de SAMBROOK & RUSSEL (2001), e a identificacdo das espécies S.
aureus, S. intermedium e S. hyicus foi feita através de andlise do DNA dos
isolados através de multiplex PCR, onde pesquisou-se a presenca do
gene nuc com o uso dos primers representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Primers utilizados na identificacdo das espécies de Staphylococcus.

. . Gene Tam"?“.‘ho da .

Primer Sequéncia (5’ a 3)) amplificacéo Espécie
alvo (pb)

au-F3 TCGCTTGCTATGATTGTGG nuc 359 S. aureus
au-nucR GCCAATGTTCTACCATAGC
in-F CATGTCATATTATTGCGAATGA nuc 430 S. intermedius
in-R3 AGGACCATCACCATTGACATATTGAAACC
hy-F1 CATTATATGATTTGAACGTG nuc 793 S. hyicus
hy-R1 GAATCAATATCGTAAAGTTGC

Também foi utilizado o protocolo relatado por TAKASHI et al. (2010). Cada
reacdo de 50 uL continha 2 uL de DNA extraido, 2U de Taq DNA polimerase, 10
pmol de cada primer, 0,2 nM de desoxinucleosideo trifosfato (ANTP) e tampéao de
reacdo. A amplificacéo foi realizada a 95°C por 2 minutos, 30 ciclos de 95°C por
30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, e extenséo final a 72°C
por 2 minutos, e os produtos da PCR foram visualizados em eletroforese em gel
de agarose a 1%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 13 amostras de Staphylococcus coagulase positiva utilizadas no estudo,
todas elas (100%) apresentaram resultados compativeis com Staphylococcus
aureus de acordo com a técnica multiplex PCR.

Semelhante a tais resultados, BORGES et al. (2008) isolaram
Staphylococcus coagulase positiva em 20 amostras de leite cru oriundos de
tanques de expansdo, e foi verificada a prevaléncia de Staphylococcus aureus em
80% dos isolados em detrimento as demais espécies coagulase positiva testadas
(0% S. intermédius e 10% S. hyicus). Também, LAMAITA et al. (2005),
identificaram prevaléncia de 71% de Staphylococcus aureus nas 38 amostras
coletadas de tanques de expansao identificados como coagulase positiva.

Esses altos indices de contaminacéo do leite cru por Staphylococcus aureus
evidenciada no estudo, podem estar relacionados a grande prevaléncia desse
micro-organismo no ambiente de ordenha, tanto como contaminante da superficie
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dos equipamentos e utensilios, quanto como causador de mastite nos rebanhos
(PHILPOT & NICKERSON, 2000).

Levando em conta a elevada capacidade de producdo de enterotoxinas
termoresistentes pelo Staphylococcus aureus, e seu constante envolvimento em
surtos de intoxicacfes alimentares (OMOE et al., 2005), cuidados com as boas
praticas de producéo relacionados a limpeza e sanitizacao dos equipamentos, dos
manipuladores e do ambiente de ordenha devem ser observados (BELOTI et al.,
2015; FREIRAS et al., 2004), afim de prevenir a contaminagao do leite desde a
sua obtencéo.

4. CONCLUSOES

O Staphylococcus aureus foi a Unica espécie de Staphylococcus coagulase
positiva isolada nas amostras de leite cru e da pele dos tetos das vacas
analisadas, o que demonstra a importancia do controle e monitorizacdo desse
agente para sanidade e qualidade do leite.
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