C .Q 2 O ‘I 6 XXV CONGRESSO DE INICIACAQ CIENTIFICA 23 SEMANA INTEGRADA
% UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS e EET g™ = (5L

UFPEL /2016

Campylobacter NO AMBIENTE DE ORDENHA E NO LEITE

REBECA CAMARGO PORTO'!; DEBORA SILVEIRA RODRIGUES?; KAUANA
KAEFER?®; HELENICE GONZALEZ DE LIMA% NATACHA DEBONI CERESER?>;
CLAUDIO DIAS TIMM®

! Universidade Federal de Pelotas - rebeca_porto@outlook.com
% Universidade Federal de Pelotas - debora.rsilveira@hotmall.com
® Universidade Federal de Pelotas - kauanakaefer@gmail.com
* Universidade Federal de Pelotas - helenice@ufpel.edu.br
® Universidade Federal de Pelotas - natachacereser@yahoo.com.br
® Universidade Federal de Pelotas — timm@ufpel.tche.br

1. INTRODUCAO

O leite € um alimento essencial para a populacéo, estando a sua qualidade
relacionada aos cuidados higiénicos e sanitarios empregados durante a producao. A
ordenha constitui etapa fundamental para a obtencado de leite de qualidade. Fatores
relacionados a higiene dos equipamentos, dos manipuladores e do processo da
ordenha podem levar a contaminacdo do leite, gerando risco a saude publica
(MIGUEL et al., 2012). Destaca-se como ferramenta na busca pela qualidade do
leite, a identificacdo das principais fontes de contaminacao do produto.

Campylobacter € o género bacteriano que causa maior nimero de casos de
diarreia em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2011). C. jejuni e C.
coli sdo as espécies mais frequentes, encontrando-se disseminadas na natureza e
no trato gastrointestinal de animais domésticos e selvagens. Os humanos infectam-
se por contato direto com animais portadores, pela ingestdo de carne crua ou mal
processada de aves, suinos e bovinos ou, ainda, pela ingestdo de leite néo
pasteurizado e agua (de SA et al., 2007).

Além da infeccéo entérica, C. jejuni pode causar a sindrome de Guillain-Barré,
uma enfermidade grave que cursa com paralisia neuromuscular aguda, cuja
ocorréncia é calculada em um para cada 1.000 casos de campilobacteriose
(ALTEKRUSE et al., 1999). A transmissdo da bactéria tem sido relacionada a leite e
queijos (HUNT et al., 2009). A ocorréncia de clones de Campylobacter em animais,
alimentos e humanos tem sido reportada sugerindo que existe uma relacdo de
transmissdo entre eles ou que se contaminam a partir de uma mesma fonte
(RAGIMBEAU et al., 2008; ZORMAN et al., 2006). No Brasil, entretanto, faltam
estudos que permitam conhecer a dinamica da epidemiologia da campilobacteriose
na cadeia de lacteos, o que constitui a base indispensavel para tracar planos
efetivos de controle da enfermidade.

O objetivo do trabalho foi identificar a presenca de Campylobacter no leite
recém ordenhado e as possiveis fontes de contaminacao relacionadas ao processo
de ordenha.

2. METODOLOGIA

Para obtencdo de amostras, foram realizadas 12 coletas em diferentes
estabelecimentos rurais produtores de leite localizados na zona sul do Estado do Rio
Grande do Sul.

Foram coletadas amostras da agua utilizada na sala de ordenha, dos
insufladores das ordenhadeiras mecanicas, da superficie interna dos baldes de leite
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ou parede da tubulacdo, no caso de ordenhas canalizadas, das maos dos
manipuladores e do leite de conjunto. Também foram coletadas cinco amostras de
fezes das vacas em producéo.

As amostras das maos dos manipuladores, dos equipamentos e dos
utensilios foram coletadas antes do inicio da ordenha com uso de zaragatoas
estéreis. Para as amostras das mé&os dos ordenhadores, foi utilizada a técnica
recomendada pela American Public Health Association (APHA, 2001). Para as
amostras da superficie dos baldes, a zaragatoa foi friccionada em uma area de 100
cm? delimitada através de gabarito de aco inoxidavel esterilizado (APHA, 2001). No
caso de paredes de tubulacédo e insufladores, as zaragatoas foram friccionadas na
parte interna, em todo diametro do tubo até um comprimento de 10 cm (MCDONALD
et al., 1993). As amostras de fezes das vacas também foram obtidas com uso de
zaragatoas diretamente do reto.

As amostras de agua foram coletadas, com os devidos cuidados de assepsia,
diretamente das torneiras. ApOs escoamento durante trés minutos, o material foi
depositado em frascos de vidro esterilizado, em quantidade aproximada de 400 mL,
adicionado de 0,1 mL de tiossulfato de sddio para cada 100 mL da amostra, para
neutralizar a acdo do cloro. (APHA, 2001). Para as amostras de leite cru, foi
realizada coleta diretamente do tanque de refrigeracdo apdés homogeneiza¢cdo. Com
0 auxilio de uma concha esterilizada, 200 mL foram retirados e acondicionados em
frasco de vidro estéril (BRITO et al., 1998).

Apbés as coletas, as zaragatoas foram colocadas em caldo Brucella
(Acumedia, Lansing, Michigan, USA) contendo 0,4 % (m/v) de carvao ativado, 5 %
(m/v) de suplemento de solugéo redutora de oxigénio FBP (GEORGE et al., 1978) e
1 % (m/v) de suplemento Campylobacter | (Blaser — Wang) (Himedia), que contém
antibioticos para controlar o crescimento da microbiota acompanhante. Todo o
material coletado foi acondicionado em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e
imediatamente encaminhado ao laboratério. Os produtores cujos estabelecimentos
participaram do trabalho, concordaram em assinar um termo de consentimento livre
e esclarecido para que o estabelecimento fosse incluido.

Para isolamento, foi utilizada técnica descrita por SILVA et al. (2014). As
colénias tipicas, com brilho d’agua e espraiadas, foram analisadas morfo-
tintorialmente pela coloracdo de Gram. As coldnias de bactérias com morfologia
tipica de bastonetes delgados, em forma de S ou asa de gaivota foram repicadas
para novas placas e em seguida submetidas a extracdo de DNA para confirmacéo
molecular.

Os DNAs para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram extraidos
conforme recomendado por SAMBROOK e RUSSEL (2001). O DNA dos isolados foi
analisado através da técnica de multiplex PCR descrita por HARMON et al., (1997),
para diferenciacdo entre as espécies C. jejuni e C. coli. Os produtos de PCR,
corados com GelRed™ (Uniscience, Sdo Paulo, Brasil), foram visualizados em gel
de agarose 1% (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha).

ApoOs a identificacdo da espécie, foi feita a pesquisa de genes de viruléncia
também através da técnica de multiplex PCR, de acordo com MARTINEZ et al.
(2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas 120 amostras dos 12 estabelecimentos visitados. Apenas no
estabelecimento 8 o patdgeno foi identificado. Foram obtidos isolados de
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Campylobacter de trés amostras de fezes de vacas, porem o microrganismo nao foi
encontrado no leite.

O isolado da vaca 1 foi identificado como C. jejuni, ja os isolados das outras
duas vacas foram classificados como Campylobacter spp., pois a confirmacao
molecular ndo foi possivel devido a dificuldade de multiplicacdo do microrganismo
em laboratorio. O isolado da vaca 1 apresentava 0 gene cdt, portanto tem potencial
para producdo da toxina. O resultado € condizente com MARTINEZ et al. (2006),
gue demonstraram que a maioria das cepas de C. jejuni apresentam genes cdt e a
maioria produz a toxina.

O fato de o animal estar contaminado facilita a disseminagdo no
estabelecimento. Estudos epidemiologicos indicam que a higiene rigorosa reduz a
transmissdo de patdgenos de animais aos alimentos por eles produzidos
(ALTEKRUSE et al., 1999).

Evans et al. (1996) acompanharam casos de infec¢cdo gastrointestinal causada
por Campylobacter em um grupo de criancas logo apds visita e consumo de lanche
em uma fazenda. As criangas consumiram leite cru possivelmente contaminado por
fezes das préprias vacas leiteiras. Em duas outras visitas de outros grupos da
mesma escola ndo houve relato de gastrenterite, mesmo elas tendo consumido leite
cru. Os resultados demonstram que apesar de no dia da coleta ndo termos
detectado a presenca de Campylobacter no leite, ha potencial de transmisséo tanto
das fezes das vacas para o leite, como para o ordenhador, caso as medidas
higiénico-sanitarias ndo sejam adequadas.

Campylobacter ndo se multiplica em temperaturas abaixo de 30° C e é sensivel
a pH acido. As medidas de controle incluem tratamento térmico, prevencdo de
contaminagao cruzada, processos de higiene, entre outros. C. jejuni € rapidamente
destruido quando cozido de 55 a 60°C por alguns minutos, e ndo forma esporos
(FORSYTHE, 2013). Os principais mecanismos de controle sdo processos térmicos
como a pasteurizacdo. Sendo assim, leite e derivados crus, muitas vezes
consumidos nos estabelecimentos rurais, geram grande preocupacdo em relacdo a
campilobacteriose.

4. CONCLUSOES

Campylobacter spp. pode ser encontrado em bovinos leiteiros em processo
de ordenha. A presenca deste patdégeno no ambiente de obtencdo do leite € um
perigo que oferece risco de transmissao de Campylobacter via consumo do produto
cru contaminado ou contato direto com as fezes.
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