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Resumo

TAVARES, Alana Borges. Fontes de contaminacao de Yersinia enterocolitica
durante a producdao de leite. 2015. 33f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Programa de Pés-Graduagdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar as possiveis fontes de
contaminacdo de Yersinia enterocolitica em diferentes pontos do processo de
ordenha de vacas leiteiras em oito propriedades da regido de Pelotas, RS,
distribuidos em quatro periodos diferentes ao longo de um ano. Y. enterocolitica é
uma bactéria psicrotréfica, responsavel por causar gastroenterite em humanos,
principalmente em bebés e criancas, a partir do consumo de agua ou alimentos
contaminados, sendo o leite cru um destes. Foram analisadas amostras de leite cru
de conjunto logo ap6s a ordenha, agua de estabulo leiteiro, mdo de ordenhador,
balde de recolhimento do leite e insuflador de teteiras. As amostras de leite cru e
agua foram coletadas em frascos estéreis e as amostras de mao de ordenhador,
balde e teteiras foram coletadas com o auxilio de zaragatoas estéreis. As amostras
de leite cru foram submetidas a um pré-enriquecimento em &agua peptonada
tamponada a 4°C durante 30 dias, sendo posteriormente incubadas em caldo PSTA,
adicionado de ampicilina, a 28°C durante 48h. As amostras de agua foram filtradas
em membrana de éster de celulose e incubadas em caldo TSB a 30°C durante 24h.
As amostras de leite apds incubacdo em PSTA, as membranas utilizadas na
filtragem da &gua incubadas em TSB, bem como o material de maos, balde e
teteiras coletadas nas zaragatoas, foram semeadas em agar MacConkey e
incubados a 30°C durante 24h, para a obtencdo de colonias. Col6nias
caracteristicas foram analisadas através de duplex PCR para confirmacdo da
espécie. Os perfis moleculares dos isolados de Y. enterocolitica foram comparados
utilizando a técnica de rep-PCR. Y. enterocolitica foi isolada de 9,37% (3/32) das
amostras de leite, 6,25% (2/32) das amostras de agua e 12,5% (4/32) das amostras
de mao. Nao houve similaridade no perfil de bandas dos isolados encontrados,
entretanto foi identificada a presenca de cepas diferentes na mesma amostra,
demonstrando uma variedade grande de cepas distribuidas no ambiente. A
presenca de Y. enterocolitica em leite cru no Brasil é preocupante, ja que uma
guantidade consideravel do produto ainda é comercializado de forma clandestina,
expondo o consumidor ao risco de infeccdo pela bactéria, ao consumi-lo sem
tratamento térmico adequado.

Palavras-chave: ordenha; leite; agua; mao; gastroenterite



Abstract

TAVARES, Alana Borges. Contamination sources of Yersinia enterocolitica
during milk production. 2015. 33f. Dissertation (Master Degree in Sciences) -
Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

This work was performed in order to determine the possible Yersinia enterocolitica
contamination sources at different points of the dairy cows milking process in eight
properties of Pelotas, RS, over four different periods distributed in a year. Y.
enterocolitica is a psychrotrophic bacterium responsible for causing gastroenteritis in
humans, especially in infants and children, from the consumption of contaminated
water or food, and raw milk. Raw milk samples were analyzed immediately after
milking, water of milking parlor, milker's hands, milk collection bucket and inflator
liners. The samples of raw milk and water were collected in sterile bottles and milker
hand samples, bucket and liners were collected with sterile swabs. The raw milk
samples were subjected to a pre-enrichment peptone water buffered at 4°C for 30
days and subsequently incubated in PSTA broth ampicillin added at 28°C for 48h.
Water samples were filtered through cellulose ester membrane and incubated in TSB
medium at 30°C for 24h. The milk samples after incubation in PSTA, the TSB where
the membranes used in water filtration were incubated and the material of the hands
material, bucket and liners collected in the swabs were plated on MacConkey agar
and incubated at 30°C for 24h, to obtain colonies. Characteristics colonies were
analyzed by duplex PCR to confirm the species. The molecular profiles of Y.
enterocolitica isolates were compared using rep-PCR. Y. enterocolitica was isolated
from 9,37% (3/32) of milk samples, 6,25% (2/32) of water samples and 12,5% (4/32)
of hand samples. There weren'’t similarities in the band profile of the isolates found,
however showed the presence of different strains of the same sample, demonstrating
a variety of strains distributed in the environment. The presence of Y. enterocolitica in
raw milk in Brazil is dangerous, considering that the product is sold clandestinely,
exposing consumers to the risk of infection by the bacterium, to consume it without
proper heat treatment.

Key words: milking; milk; water; hand; gastroenteritis
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1 Introducéo

No Brasil, segundo o IBGE (2014a), em 2013, foram adquiridos pelas
industrias de beneficiamento de leite, um total de 23,545 bilhGes de litros do produto,
representado um aumento de 5,4% em relacdo ao ano anterior. Os meses que se
destacaram em termos de producdo foram outubro (14,8%), novembro (14,0%) e
dezembro (13,0%) e o estado com maior captacdo, no referido ano, foi Minas
Gerais, participando com 6,16 bilhdes de litros de leite, enquanto que o Rio Grande
do Sul ficou em segundo lugar, com 3,46 bilhdes de litros de leite.

Mais recentemente, durante o terceiro trimestre do ano de 2014, foram
adquiridos 6,267 bilhdes de litros de leite pelas industrias, este valor representou um
aumento de 4,6% em comparacdo com o 3° trimestre de 2013 e 8,1% sobre o 2°
trimestre de 2014, exercendo um aumento crescente nos meses do referente
periodo. Dentro desta producdo, a regido sul ficou, durante este periodo, em
primeiro lugar sendo responsavel por 38,7%, ultrapassando a regido sudeste que
representou uma producédo de 38,6%. O estado do Rio Grande do Sul permaneceu
em segundo lugar no Brasil, tendo produzido 991.210 mil litros, o que compreende
15,8% da producgao nacional (IBGE, 2014b).

O leite é um alimento essencial para a populacao, estando a sua qualidade
relacionada aos cuidados higiénico-sanitarios durante a sua producao, quando pode
ser contaminado por micro-organismos indesejaveis. Yersinia enterocolitica € uma
bactéria patogénica transmitida ao homem através do consumo de alimentos
contaminados, como leite cru ou inadequadamente processado (FRANCO e
LANDGRAF, 2003).

Além de causar doenca no ser humano, as bactérias psicrotroficas, como
Yersinia enterocolitica, podem comprometer a qualidade do leite através da
producdo de enzimas que causam modificacdes nos seus componentes, diminuindo
o valor nutricional e comprometendo as caracteristicas do produto e de seus
derivados. A contaminacdo do leite por esses micro-organismos pode estar
relacionada ao sistema de producdo bem como a forma de armazenamento do
produto dentro da propriedade (NORNBERG et al, 2009).
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Y. enterocolitica pertence a familia enterobacteriaceae e é um bastonete
Gram negativo movel abaixo de 30°C. E oxidase negativa, fermenta glicose e produz
urease. Cresce em uma faixa de temperatura de -2°C a 45°C, mas sua temperatura
otima fica entre 22 e 29°C (JAY, 2005). A maioria das cepas néo resiste ao cloro na
concentracéo de 1-5ppm e a mono-cloramina a 1-4ppm (EL-ZANFALY et al, 2008).

Esta espécie bacteriana contém 6 biotipos, 5 deles patogénicos, e mais de 50
sorotipos diferenciados por variacdo antigénica na parede lipopolissacaridica da
célula (BARI et al, 2011). O biotipo 1A € geralmente ndo patogénico enquanto os
biotipos 2, 3, 4 e 5 tém patogenicidade baixa e o 1B altamente patogénico
(FREDRIKSSON-AHOMAA et al, 2012). Apesar do biotipo 1A ser considerado nao
patogénico, tem sido relatado o seu envolvimento em infec¢cbes nosocomiais e
surtos alimentares (BHAGAT e VIRDI, 2011). Os biosorotipos mais frequentemente
isolados em humanos doentes s&o 3/0:3, 4/0:3, 2/0:9, 1B/O:8, 2/0:5 e 2/0:27
(RAHMAN et al, 2011).

A viruléncia desta espécie se deve principalmente a presenca de um
plasmideo de 70KD (REVELL e MILLER, 2001). O plasmideo de viruléncia de Y.
enterocolitica possui um operon chamado Yop que codifica para um grupo de
proteinas efetoras chamado Yops que, quando inseridas para o interior da célula,
afeta a sua funcionalidade impedindo a fagocitose (VIBOUD e BLISKA, 2005). A
secrecdo destas proteinas depende da presenca de célcio e de uma temperatura de
37°C, bem como de um de um aparelho de secrecdo chamado Ysc, que contém 20
diferentes proteinas (ALLAOUI et al, 1995). E um aparelho de secrecéo
especializado que permite o transporte de Yops através da membrana celular
eucariotica (CORNELIS e WOLF-WATZ, 1997).

A secrecdo de algumas Yops ainda depende da presenca de um grupo de
proteinas chamado Syc. Cada proteina deste grupo se liga especificamente a uma
proteina do grupo Yop auxiliando na sua funcao (WATTIAU et al, 1996).

Dois genes presentes em Y. enterocolitica, estdo intimamente ligados a
capacidade desta bactéria de invadir células de mamiferos, os genes inv e ail
(MILLER et al, 1988). Enquanto o gene inv esta presente no género Yersinia, o gene
ail é isolado apenas de cepas de Y. enterocolitica patogénicas, geralmente ligadas a
doenga em humanos.

A proteina Invasina, originaria da expressdo do gene inv, esta presente na

membrana externa e tem a funcdo de se ligar a integrinas na superficie apical de
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células M intestinais, auxiliando a translocagcdo bacteriana, através destas células,
para placas de Peyer (MILLER e FALKOW, 1988; CLARK et al, 1998; PEPE e
MILLER, 1993). A expressao desta proteina acontece na fase estacionaria e em
baixas temperaturas (PEPE e MILLER, 1993), variando de acordo com o sorotipo
(ULICZKA et al, 2011). O regulador de transcricdo RovA controla o gene inv
(REVELL e MILLER, 2000), portanto, a presenca deste € determinante para o
funcionamento do gene. A proteina Ail esta presente na membrana celular (MILLER
et al, 1990) e contribui para a adesao e invasao das células bacterianas através da
parede intestinal (MILLER et al, 1988). Esta proteina somente €& expressa a
temperatura de 37°C (BIEDZKA-SAREK et al, 2005).

Além destes, esta espécie ainda tem a capacidade de secretar uma enzima
termoestavel chamada Yst (DELOR et al, 1990), frequentemente encontrada em
cepas de Y. enterocolitica biotipo 1A diagnosticadas como causadoras de diarréia
(SINGH e VIRDI, 2004). Esta enterotoxina é produzida geralmente a 28°C mas um
estudo ja demonstrou a possibilidade de isolados pertencentes ao biotipo 1A
produzirem esta toxina a 37°C em pH de 7,5 (SINGH e VIRDI, 2004). Yst resiste ao
tratamento térmico a 121°C durante 30min, representando perigo de intoxicacdo
para o consumidor, se presente previamente no leite cru, pois pode conservar-se
integra apos o processo de pasteurizacdo (BOYCE et al, 1979).

Outro fator que contribui para a invasao celular € a presenca de YadA, uma
proteina que tem diversas funcdes, entre elas promover a aderéncia celular,
resisténcia antimicrobiana e protecdo antifagocitica (BIEDZKA-SAREK et al, 2005).
Esta adesina é expressa somente a temperatura de 37°C (NEUBAUER et al, 2000) e
em combinacdo com o antigeno O presente na camada lipopolissacaridica. Tem
sido relacionada com o aumento da resisténcia a acdo bactericida no soro
sanguineo (BIEDZKA-SAREK et al, 2005).

O biotipo 1B, considerado o mais patogénico, contém ainda uma ilha de
patogenicidade chamada Ysa que codifica para outro sistema de secrecdo que
secreta um conjunto complexo de 15 proteinas (MATSUMOTO e YOUNG, 2006), o
qual, por sua vez, € necessario para a secrecao de outro conjunto de proteinas
chamado Ysp. A expresséo dos genes Ysa depende do pH, que deve estar neutro
ou basico e temperatura em torno de 26°C (WALKER e MILLER, 2009). Embora a
sua funcdo nado tenha sido ainda identificada, sabe-se que é determinante para a
viruléncia (HALLER et al, 2000; MATSUMOTO e YOUNG, 2006).
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Apesar de a legislacdo brasileira ndo exigir a pesquisa de Yersinia
enterocolitica em agua e alimentos, diferentes autores tém relatado a ocorréncia
desta bactéria em leite e derivados (SCHIEMANN e TOMA, 1978; VIDONI e
DELMAS, 1981; YUCEL e ULUSOY, 2006; HANIFIAN e KANI, 2012; NAJDENSKI et
al, 2012), sendo frequentemente a colonizacdo bacteriana do trato intestinal dos
bovinos a origem da contaminagcdo (RUEGG, 2003). A agua também é uma
importante fonte de contaminacdo e disseminacdo desta bactéria. Cepas de Y.
enterocolitica com potencial patogénico j& foram isoladas de 4gua sem tratamento
(SANDERY et al, 1996; HAYASHIDANI et al, 2003; IWATA et al, 2005) e também de
dgua potavel (SCHINDLER, 1984; PANDOVE et al, 2012), ratificando a sua
importancia como fonte para a transmisséo da bactéria.

A doenca causada por Y. enterocolitica, caracterizada por gastroenterite, é
considerada a 32 zoonose mais notificada na Europa (EFSA, 2012). Os individuos
mais suscetiveis a infeccdes por esta bactéria sdo bebés e criangas jovens
(RAHMAN et al, 2011). Y. enterocolitica tem capacidade de sobreviver a baixas
temperaturas (HANNA et al, 1977), tornando o risco ainda maior, ja que a
refrigeracdo € muito utilizada como método de conservagéo de produtos lacteos e é
considerada muitas vezes segura.

Entre 1996 e 2007, foram reportados 1.335 casos de infeccbes por Y.
enterocolitica, 3,5 casos por 1000 habitantes, no Foodborne Diseases Active
Surveillance Network (FoodNet). Este levantamento incluiu casos confirmados por
laboratorios de 10 estados norte-americanos (LONG et al, 2010), demonstrando ser
esta bactéria uma importante causa de doencgas transmitidas por alimentos (DTA). E
estimado que 116.716 pessoas sejam infectadas anualmente por Y. enterocolitica
nos EUA (SCALLAN et al, 2011). Em paises em desenvolvimento, é rara a
existéncia de vigilancia epidemiolégica de casos de yersiniose, ja que muitas vezes
o diagnoéstico nao revela o causador da gastroenterite. Em paises como Estados
Unidos, Nova Zelandia e membros da Unido Europeia existem 6rgdos responsaveis
pelo registro da incidéncia de casos, bem como da possivel origem das infeccbes
(GALINDO et al, 2011), podendo a casuistica da doenca ser monitorada.

O consumo de leite cru ou inadequadamente pasteurizado, bem como de
seus derivados, tem sido historicamente relacionado a infec¢des por Y. enterocolitica
em humanos (BLACK et al, 1978). Em 1995, houve um surto de Y. enterocolitica em

moradores das cidades de Upper Valley, Vermont e New Hampshire, EUA, ligado ao
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consumo de leite pasteurizado (ACKERS et al, 2000). Mais recentemente, foi
relatado um surto relacionado com produtos lacteos inadequadamente
pasteurizados, no estado da Pensilvania, EUA (LONGENBERGER et al, 2014). Em
estudo realizado neste mesmo estado (VOORHEES et al, 2011), no periodo de
marco a agosto de 2011, 16 pacientes foram confirmados com a bactéria e todos
relataram ter ingerido &gua mineral ou leite pasteurizado certificado pelo
Departamento de Agricultura da Pensilvania. Estes estudos demonstram o perigo
potencial que o leite pode representar como fonte de contaminacdo de Y.
enterocolitica para os humanos. Fatores relacionados a higiene dos equipamentos
de ordenha, do ambiente e dos manipuladores podem levar & contaminacgdo do leite,
elevando o risco de ocorréncia de DTA (MIGUEL et al, 2012). Consequentemente, a
manutencdo da seguranca dos alimentos deve ser garantida durante todo o
processo de producdo, onde a obtencdo do leite deve ser um ponto gerador de
contaminacgao a ser considerado (RUEGG, 2003).

Considerando a hipotese de que a agua utilizada para limpeza de
equipamentos, as maos dos ordenhadores, o balde utilizado para recolhimento do
leite ordenhado e os insufladores das teteiras possam ser fontes de contaminacgao
de Y. enterocolitica para o leite, o trabalho teve como objetivo determinar as
possiveis fontes de contaminacdo de Y. enterocolitica durante a obtencédo do leite

em propriedades rurais.



2 Materiais e métodos

2.1 Obtencéo das amostras:

Foram realizadas coletas em oito propriedades localizadas na regiao de
Pelotas, Rio Grande do Sul, com sistema de ordenha sem canalizagdo e com
tanques resfriadores proprios. Foram obtidas amostras de trés pontos do fluxograma
de ordenha, balde, insuflador de teteira e méo de ordenhador, bem como da agua
utilizada durante o processo e de leite de conjunto obtido logo apds o término da
ordenha.

Durante um ano, foram feitas quatro coletas de trés em trés meses (setembro
e dezembro de 2013 e margo e junho de 2014) em cada propriedade, gerando um
total de 160 amostras analisadas durante este periodo.

2.2 Coleta, acondicionamento e transporte das amostras:

As amostras de agua foram coletadas com cuidados de assepsia, impedindo
0 contato do frasco coletor estéril com a torneira, diretamente destas, localizadas no
interior do estabelecimento, apés escoamento durante trés minutos, em volume de
aproximadamente 400mL (APHA, 2001).

As amostras representativas das maos dos manipuladores, dos equipamentos
e utensilios, foram coletadas com o auxilio de zaragatoas estéreis. As amostras de
superficie dos baldes, foram coletadas através da friccdo da zaragatoa em uma area
de 100cm? delimitada através de gabarito de aco inoxidavel (APHA, 2001). Os
insufladores foram coletados antes do inicio da ordenha, friccionando as zaragatoas
em movimentos circulares na porcao final de cada um (McDONALD et al, 1993). No
caso das amostras de mao dos ordenhadores, a zaragatoa foi friccionada em
movimentos giratérios da parte inferior da palma direita, até a extremidade dos
dedos, repetindo-se esse procedimento trés vezes na direcdo de cada dedo, ja nas
bordas, foi passada a zaragatoa em movimentos de vai e vem avancando em um

dos lados da méo onde a linha do punho se inicia, passando entre os dedos e ao
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final do outro lado da méo até o punho (APHA, 2001). Ap0s a obtencdo das
amostras, as zaragatoas foram mergulhadas em quatro mililitros de agua peptonada
a 0,1%. As amostras de leite cru, em volume de 200mL, foram coletadas com o
auxilio de uma concha estéril diretamente do balde que recebe o leite ordenhado e
acondicionadas em frasco estéril (BRITO et al, 1998).

Logo apds as coletas, as amostras foram transportadas ao laboratorio em

caixa isotérmica contendo gelo reciclavel.

2.3 Obtencao dos isolados:

Para a obtencdo dos isolados, o material das zaragatoas foi semeado
diretamente por esgotamento em agar MacConkey (Kasvi, Italia) e incubadas a 30°C
por 24h.

As amostras de agua foram processadas segundo as recomendacdes da U.S.
Food and Drug Administration — FDA (WEAGANT e FENG, 2007) para obtencao de
colonias isoladas, conforme descrito a seguir. As amostras foram filtradas em
membrana de éster de celulose de 47mm de didmetro e poros 0,45u (APHA, 2001), as
quais foram depositadas em frascos tipo Erlenmeyer contendo 100mL de caldo
Tripticase de Soja (TSB, Acumedia, EUA) e incubadas a 30°C durante 24h. Apos o
enriguecimento, foi feita semeadura em agar MacConkey e incubacdo a 30°C durante
24h.

Quanto as amostras leite, 25mL foram adicionados a 225mL de
Agua Peptonada Tamponada (APT, Isofar, Brasil) para pré-enriquecimento por 30
dias a 4°C. Apos, 1mL do pré-enriguecimento foi adicionado em 100mL de caldo
Peptona Sacarose Tris Azida de Sdodio Ampicilina (PSTA) composto por 1g de
peptona A (Acumedia), 1g de Sacarose (Synth, Brasil), 3g de TRIS hidroximetil
aminometano (Ludwig Biotec, Brasil), 0,0125g de Verde Brilhante (Synth), 0,192g de
Azida de Sddio (Synth) e &gua destilada gsp 1 L, suplementado com Ampicilina
(Sigma Aldrich, EUA) na concentracdo de 5mg/L e incubados a 28°C durante 48h
(VIDON e DELMAS, 1981). ApOs o enriquecimento, foi feita semeadura em agar
MacConkey e incubacéo a 30°C durante 24h.

Trés coldnias lactose negativas de cada amostra obtidas através da

semeadura em MacConkey foram semeadas em Infusdo de Cérebro e Coracao
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(BHI, Acumedia) e, apds incubacgéo a 30°C por 24h, foram misturadas com 20% de

glicerol, para manutencéo de estoque a -70°C.

2.4 ldentificacdo de Y. enterocolitica:

2.4.1 Extragc&do do DNA

O DNA dos isolados suspeitos de Y. enterocolitica foi extraido conforme
Sambrook e Russel (2001). Resumidamente, o pellet obtido por centrifugacao de
1mL de cultura em caldo BHI foi ressuspendido em 100uL de tampao STES [Tris-
HCI 0,2M, NaCl 0,5M, SDS 0,1% (m/v), EDTA 0,01M, pH 7,6]. Foram adicionados
50uL de pérolas de vidro e 100uL de fenol/cloroformio. Ap6s homogeneizacao por
1min, a mistura foi centrifugada a 13.000g por 5min. O sobrenadante foi coletado e
precipitado em dois volumes de etanol absoluto e 0,1 volumes de NaCl 5M a -70°C
por 30min. Uma nova centrifugacdo foi realizada a 13.000g por 20min, o
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol a 70%. Apos eluicdo em
40uL de tampéo de eluicdo (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 7,4), foi adicionado 1uL
de RNAse (10ug/uL). O DNA extraido foi estocado a -70°C.

2.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase

Foi realizada a técnica de reacdo em cadeia da polimerase para identificacao
de Y. enterocolitica, conforme Neubauer et al (2000). Cada 25uL da mistura de
reacdo continha os primers especificos para o gene rRNA 16S na concentracao de
10ng; 2,5uL mix dNTP 10x; 0,5U de Tag DNA polimerase; 5x de tampéo; 0,5uL de
DNA. A amplificagéo foi realizada em termociclador TC-3000 (Techne, Staffordshire,
UK) a 94°C durante 10min, seguido por 30 ciclos de 94°C durante 1min, 68°C por
25s e 72°C por 30s. Uma extensao final foi realizada a 72°C durante 10min. Os
produtos de PCR, corados com GelRed™ (Uniscience, S&o Paulo, Brasil), foram
visualizados em gel de agarose 1,5% (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha)
utilizando L-PIX 112 EX (Loccus biotecnologia, Cotia, Sdo Paulo, Brasil). Como

controle positivo, foi utilizada Y. enterocolitica ATCC 9610.
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Tabela 1 - Primers utilizados na identificacdo de Y. enterocolitica.

Tamanho da
Gene amplificacdo
Primer Sequéncia (5’ a 3) alvo (pb) Referéncia
Y1 AATACCGCATAACGTCTTCG Neubauer et al
165 330
Y2 CTTCTTCTGCGAGTAACGTC (2000)

2.4.3 Perfis moleculares

Os isolados de Y. enterocolitica foram agrupados através da técnica de
reagdo em cadeia da polimerase com elemento repetitivo palindromico (rep-PCR),
fazendo uso do primer (GTG)s (VERSALOVIC et al, 1991). Os perfis de bandas
obtidos foram analisados segundo Tenover et al (1995), cuja classificacdo se da em
quatro formas: indistinguiveis (nenhuma banda diferente), intimamente relacionadas
(2-3 bandas distintas), possivelmente relacionadas (4-6 bandas distintas) e
diferentes (mais de 7 bandas distintas).

As condicbes da rep-PCR foram as seguintes: 2,5uL de DNA, 2uL do
oligonucleotideo 5-GTGGTGGTGGTGGTG-3, 12,5uL de Master Mix (Qiagen,
Alemanha) e 8uL de agua para completar o volume da rea¢do. Para a amplificacédo
foram realizados 1 ciclo de 94°C por 5min, 30 ciclos subsequentes de 95°C por 30s,
45°C por 1min e 60°C por 5min, e finalmente 1 ciclo de 60°C por 16 min. Para a
visualizacdo dos padrdes de banda das diferentes regides amplificadas, os produtos
da rep-PCR foram corados com GelRed e a eletroforese foi realizada em gel de

agarose 2%.



3 Resultados e discussao

Y. enterocolitica foi isolada da agua utilizada no estdbulo leiteiro, das méos

dos ordenhadores e de leite cru imediatamente apds a ordenha (Tabela 2).

Tabela 2 — Fontes de isolamento de Y. enterocolitica no periodo de Setembro de 2013 a Junho de
2014.

Amostras
Propriedades

. * F4 ~ .
rurais Leite Agua Mé&os Balde Teteira

A - T

B - — —— —— ——

—- —_— —_— —_—- —-

—- —_— ——t- —_—- —-

—t —t —_— — —-

—t —_— —_— —- ——-

H - — — —— ——

"Nas colunas onde aparecem quatro simbolos (+ ou -), cada um corresponde a uma coleta. A ordem
das coletas é a mesma em toda linha. Auséncia de Y. enterocolitica (-); presenca de Y. enterocolitica

()

Das amostras de leite analisadas, 9,37% (3/32) foram positivas para Y.
enterocolitica. Esse resultado é semelhante ao encontrado em um estudo realizado
no Ird (HANIFIAN e KANI, 2012), no qual foi revelada a presenca da espécie em
7,62% (27/354) amostras de leite cru e menor que o encontrado por Yucel e Ulusoy
(2006) em um estudo na Turquia, no qual foi identificada a presenca de Y.
enterocolitica em 25% (25/100) das amostras. Nestes dois paises, bem como no

7z

Brasil, € comum o consumo de leite cru nas propriedades rurais e producdo de
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derivados de forma artesanal (ANUALPEC, 1998; YUCEL e ULUSOQY, 2006;
HANIFIAN e KANI, 2012). Embora no Brasil a comercializagdo de leite cru
diretamente ao consumidor seja proibida pelo decreto-lei n® 923 de 10 de outubro de
1969 (BRASIL, 1969), este produto em muitos casos, € vendido clandestinamente,
expondo o consumidor ao risco de contrair patbgenos que este produto possa estar
veiculando (ABRAHAO et al, 2005).

No Brasil, anteriormente, ja houve relato de isolamento de Y. enterocolitica
em leite cru no estado do Rio de Janeiro. Nesta ocasido, a frequéncia de isolamento
foi de 32,4% (TIBANA et al, 1987), nivel considerado alto em comparagdo com outro
trabalho realizado no estado de S&o Paulo (TASSINARI et al, 1994), no qual a
frequéncia de isolamento de Y. enterocolitica em leite cru foi de 19,4%, valor ja
elevado em relacdo ao encontrado na nossa pesquisa. Entre os anos de 1980 e
1990, o Centro Nacional de Referéncia em Y. enterocolitica fez 468 isolamentos do
género Yersinia em alimentos, 46 amostras continham Y. enterocolitica, sendo que
12 eram de leite cru (FALCAO, 1991). Os resultados do nosso estudo mostram que
o problema ainda persiste, chamando a atencéo para o risco a que esta exposto o
consumir deste produto sem tratamento térmico. O fato de termos isolado Y.
enterocolitica em trés das oito (37,5%) propriedades rurais que fizeram parte do
estudo € um dado ainda mais preocupante, pois sugere que, mMesmo
ocasionalmente, leite contaminado com Y. enterocolitica pode ser comercializado e
consumido. Por outro lado, essa contaminagcado parece ndo ser persistente dentro da
propriedade, uma vez que néo houve isolamento do leite em mais de uma coleta na
mesma propriedade.

A agua é considerada uma das principais fontes de contaminacdo e
disseminacado de patdégenos, principalmente quando ndo € submetida a tratamento
adequado. No nosso trabalho, foi possivel isolar Y. enterocolitica de 6,25% (2/32)
das amostras de agua de 25% (2/8) das propriedades, entretanto, nestas nao foi
possivel encontrar Yersinia enterocolitica no leite parecendo ndo haver uma relagao.
Esta bactéria j& foi isolada de dgua de abastecimento, pogos com motor e hascentes
na Turquia (GONUL e KARAPINAR, 1991), onde 6% (6/100) das amostras
revelaram ser positivas para a presenca de Y. enterocolitica, bem como de rio em
Wiscosin, EUA, onde foi possivel identificar a espécie em 8,25% (25/303) das
amostras (MEADOWS e SNUDDEN,1982). No Brasil, ja foi relatada a presenca do

micro-organismo em oito cole¢bes aquaticas naturais na cidade do Rio de Janeiro
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(FREITAS et al, 1987). Estes estudos, juntamente com os resultados obtidos no
nosso trabalho, refletem a distribuicdo desta espécie bacteriana em diversos tipos de
ambientes aquéticos. A presenca de Y. enterocolitica na agua das propriedades
estudadas é preocupante, ja que esta agua € utilizada pelos ordenhadores para
limpeza de equipamentos e também para uso pessoal em suas casas. Como
agravante, foi observado durante a pesquisa que nenhuma das propriedades fazia
algum tipo de tratamento da agua, como recomenda a Instrucdo Normativa 51 do
Ministério da Agricultura, de 18 de setembro de 2002 (BRASIL, 2002), que
estabelece que a dgua destinada a producédo de leite deve estar dentro de padrdes
de qualidade adequados. Outros trabalhos também tém reportado amostras de agua
de propriedades rurais brasileiras fora dos padrdes de potabilidade (AMARAL et al,
2003; BARCELLOS et al, 2006; NUNES et al, 2010; JOAO et al, 2011).

Além do isolamento a partir de leite e 4gua, foi possivel isolar a bactéria de
12,5% (4/32) das amostras de maos dos ordenhadores. Apesar dos ordenhadores
ndo manipularem diretamente o leite, eles sdo a principal ligacdo entre
equipamentos, utensilios, animais e o leite, podendo concorrer para a transferéncia
de contaminacdo entre estes. Embora outros micro-organismos ja tenham sido
pesquisados em maos de ordenhadores, além do nosso trabalho, ndo existem
estudos na regido envolvendo a bactéria em questdo e este possivel ponto de
contaminacao.

Ja foram pesquisadas outras espécies bacterianas durante a ordenha, e os
autores consideraram que o manipulador pode ser o responsavel pela disseminacao
de patdégenos para outras etapas do processamento e, consequentemente, para o
leite (ZADOKS et al, 2002; CHYIE et al, 2004; KAGKLI et al, 2007; OLIVINDO et al,
2009). Portanto, € de suma importancia que seja realizada a antissepsia adequada
das maos, antes e durante a ordenha, especialmente nas propriedades leiteiras da
regido, de caracteristica familiar, onde foi observado que a mesma pessoa manipula
0S animais e 0s equipamentos.

Embora Y. enterocolitica ndo tenha sido isolada de amostras de balde e
teteiras, a correta higienizacdo dos equipamentos com produtos adequados e agua
de qualidade segue sendo imprescindivel para a obtencédo de um leite seguro.

N&o houve reincidéncia no isolamento da bactéria nas coletas seguintes nos
mesmos pontos, parecendo que a contaminacdo é bastante variavel ou que é

facilmente eliminada. Nas propriedades A e F foi possivel isolar Y. enterocolitica de
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amostras diferentes durante a mesma coleta (1YAAl, 1YAM1 e 4YFAL, 4YFL2,
4YFL4), no entanto a rep-PCR nao revelou similaridade entre os isolados (Figura 1),
0 gue sugere que as fontes de contaminacdo podem ser constituidas por pontos

diversos e que varias formas de disseminacéo da bactéria podem estar envolvidas.

1ALl 1YAMD el

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose dos produtos da rep-PCR.

As inscricdes nas extremidades superiores das colunas correspondem aos isolados. 1YAALl: 12
coleta, propriedade A, amostra de agua; 1YAM3: 12 coleta, propriedade A, amostra de mao; 1YDL1:
12 coleta, propriedade D, amostra de leite; 3YEM2 e 3YEM3: 32 coleta, propriedade E, amostras de
mao; 4YFAL: 42 coleta, propriedade F, amostra de agua; 4YFL2 e 4YFL4: 42 coleta, propriedade F,

amostras de leite; 4YGL1: 42 coleta, propriedade G, amostra de leite.

A variedade de perfis moleculares observados na rep-PCR representa a
diversidade de cepas existente nas amostras analisadas. Corroborando este fato,
uma amostra de méo de ordenhador (propriedade E) e uma amostra de leite
(propriedade F) apresentaram cada uma, dois isolados com perfis de bandas
diferentes entre si (3YEM2 e 3YEM3; 4YFL2 e 4YFL4), demostrando a ocorréncia de
cepas distintas, simultaneamente, na mesma amostra.

A presenca de Y. enterocolitica no leite revela que ha falhas no processo de

obtencdo do produto e, embora a origem da contaminacdo do leite ndo tenha sido
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determinada pela rep-PCR, a bactéria foi isolada da agua utilizada na ordenha e das
maos dos ordenhadores, dois pontos fundamentais para o controle higiénico-
sanitario. Cuidados especiais devem ser dirigidos a qualidade da agua utilizada no
estabulo leiteiro, pois entra em contato com 0s equipamentos que recebem o leite
podendo contamina-lo, e a higiene das méos dos ordenhadores, que é quem tem
contato com todas as etapas do processo neste tipo de atividade, podendo ser

disseminador de patégenos para o leite cru.



4 Consideracgdes Finais

O leite cru produzido no sul do Brasil pode estar contaminado por Y.
enterocolitica. Embora ocorra de forma esporadica, um percentual preocupante
de propriedades ocasionalmente produz leite cru contaminado pela bactéria, o
gue indica negligéncia em relagdo aos os cuidados relativos ao controle de Y.
enterocolitica nos estabelecimentos leiteiros. Além da adocdo de medidas
higiénico-sanitarias apropriadas durante a producdo do leite, sugerimos maior
rigor no controle do comércio ilegal de leite cru e no esclarecimento da
populacdo quanto aos perigos de consumir leite sem o tratamento térmico
recomendado pela legislacéo.

A presenca de Y. enterocolitica em agua e méaos de ordenhadores € um
alerta para que haja maior atencdo na higienizagdo das méaos de quem
manipula os equipamentos para a obtencao do leite e para que seja dada maior

importancia ao tratamento da agua usada durante a ordenha.
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