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RESUMO

A mastite caprina ocasiona significativos prejuizos econdmicos em decorréncia do descarte
do leite, dos custos com medicamentos e assisténcia veterinaria, da redu¢ao da quantidade
e qualidade do leite e derivados lacteos. O consumo do leite pode representar sério
problema de satde publica devido a transmissdo de patdogenos e residuos de antibioticos,
em casos de animais tratados. O objetivo do presente estudo foi isolar e identificar os
principais agentes bacterianos em 11 propriedades, identificadas alfabeticamente de A a K.
Foram examinadas 129 amostras de leite de cabra in natura em relacdo a presenca da
Artrite Encefalite Caprina (CAE), realizar e avaliar analises fisico-quimicas e California
Mastitis Test (CMT) para o diagndstico da mastite subclinica, e verificar o perfil de
resisténcia antimicrobiana in vitro de Staphylococcus spp. frente a antimicrobianos de
utilizagdo clinica veterindria. Foram isoladas 101 cepas bacterianas: Staphylococcus spp.
73,26% (74/101), bastdoes Gram positivos 9,90% (10/101), Streptococcus spp. 5,94%
(6/101), Proteus vulgaris 2,97% (3/101), Pseudomonas spp. 2,97% (3/101), Escherichia
coli 1,98% (2/101), Klebsiella spp. 1,98% (2/101) e Enterococcus spp. 0,99% (1/101). Os
resultados foram negativos tanto para o cultivo quanto para o diagnostico molecular (PCR)
para Mycoplasma spp., de acordo com a metodologia empregada. A maior taxa de
resisténcia antimicrobiana foi obtida para a ampicilina e a penicilina e nao foi observada
resisténcia a gentamicina e cefotaxima. A prevaléncia para CAE pela Imunodifusdo em
Gel de Agarose (IDGA) foi de 24,0% (31/129), sendo a positividade para os caprinos
ordenhados mecanicamente significativamente maior (p<0,05) do que para aqueles
ordenhados manualmente, com um risco de 4,7 pelo odds ratio (intervalo de confianca de
1,922 a 11,687), e 72,7% (8/11) dos rebanhos apresentaram pelo menos uma cabra positiva
para CAE. Os parametros fisico-quimicos acidez, caseina, cloretos, densidade, extrato seco
total e desengordurado, gordura, indice crioscopico e lactose diferiram significativamente
(p<0,05) entre e dentre os rebanhos pelos testes estatisticos ANOVA e Tukey-Kramer. Em
relacdo aos padrdes estabelecidos pela legislagdo, os rebanhos K para acidez; C, E, F, G,
H, I e J para gordura; H para densidade e A para lactose, ndo atenderam o minimo exigido.
Os valores de lactose e cloretos foram significativamente menores € o indice crioscopico
maior em cabras positivas para CAE do que em cabras soronegativas pelo teste t-Student
(p<0,05). A positividade para CAE, a presenga de patdgenos bacterianos no leite e
parametros fisico-quimicos fora dos padrdes fixados pela legislacdo reforca a importancia
em monitorar a fase de producdo deste alimento nas propriedades, a fim de propiciar um
produto de melhor qualidade ao consumidor.

Palavras-chave: Leite de cabra, mastite, qualidade, susceptibilidade, CAE.



ABSTRACT

Goat mastitis causes significant economic losses due to discard of milk, costs of drugs and
veterinary care, reducing the quantity and quality of milk and dairy products. Milk
consumption may represent serious public health problem due to transmission of pathogens
and antimicrobials residues in cases of goat treatment. The objective of this study was to
isolate and identify the main bacterial agents in 11 goat farms alphabetically identified
from A to K. One hundred twenty nine raw goat milk samples were examined for the
presence of the caprine arthritis encephalitis (CAE), physicochemical parameters and the
California Mastitis Test (CMT) for the diagnosis of subclinical mastitis, besides the profile
evaluation of in vitro antimicrobial resistance of Staphylococcus spp. to antimicrobials
used in veterinary therapeutic. A total of 101 bacterial isolates were obtained:
Staphylococcus spp. 73.26% (74/101), Gram-positive rods 9.90% (10/101), Streptococcus
spp. 5.94% (6/101), Proteus vulgaris 2.97% (3/101), Pseudomonas spp. 2.97% (3/101),
Escherichia coli 1.98% (2/101), Klebsiella spp. 1.98% (2/101) and Enterococcus spp.
0.99% (1/101). Negative results were obtained from traditional culture as well as by
molecular method (PCR) for Mycoplasma spp. The profile of antimicrobial sensitivity in
vitro yielded highest rate of resistance to penicillin and ampicillin and no resistance to
cefotaxim and gentamicin. The prevalence of CAE by agarose gel immunodifusion
(IDGA) was 24.0% (31/129), being the positivity of mechanical milked goats significantly
greater (p<0.05) than handly milked ones with risk of 4.7 by odds ratio (confidence
interval from 1.922 to 11.687). On herds basis, 72.7% (8/11) of then had at least one goat
positive for CAE. The lactose and chloride contents were significantly lower and
cryoscopic index greater in positive goats to CAE than negative ones by t-Student test
(p<0.05). The physicochemical parameters of acidity, casein, chorides, density, dry total
extract and solids non-fat, fat, lactose and cryoscopic index differed significantly (p<0.05)
between and among the herds by statistical tests of ANOVA and Tukey-Kramer. In
relation to the Brazilian government criteria, the herds K for acidity; C, E, F, G, H,  and J
for fat; H for density and A for lactose, did not meet the minimum requirement. Positivity
to CAE, the presence of bacterial pathogens in milk and physicochemical parameters
outside the legislation standards, reinforces the importance of monitoring the production
stages on farm level in order to provide a better quality product to the consumer.

Key-words: Goat milk, mastitis, quality, susceptibility, CAE
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1 INTRODUCAO

O leite de cabra ¢ um alimento nutritivo e saudavel, direcionado a grupos de
consumidores variados, como criancas, adultos, idosos e pessoas com restricdes
alimentares. Possui globulos de gordura menores que os do leite de vaca, o que facilita a
digestao. Contém elevados teores de vitamina A, calcio, fésforo, potassio e magnésio, com
indicacdo na prevencao da osteoporose, manutengdo de ossos, dentes e fungdes
metabolicas e fisiologicas em todas as idades (LAGUNA, 2004). Sua composi¢ao varia de
acordo com a raca, as condi¢des ambientais, o estdgio da lactacdo, a alimentagdo, o
manejo, o ciclo estral, o estado de saude, a idade, a quantidade de leite produzido ¢ a
fisiologia individual do animal (ALVES; PINHEIRO, 2004).

A industria leiteira compreende diversas fases desde a origem do leite nas
propriedades rurais até a sua chegada ao comércio varejista como produto industrializado.
A fase de producdo do leite nas propriedades pode ser considerada a de maior relevancia
para a preservacao da qualidade do leite, na qual os problemas se iniciam com freqiiéncia
em decorréncia de mastite subclinica, sendo a queda da producdo o Unico indicador desta
problematica (GERMANO; GERMANO, 1995).

As causas de mastite sdo variadas, como a presenca de agentes infecciosos, a
utilizagdo de agentes quimicos, a ocorréncia de traumas fisicos, precarias condigdes de
estabulacdo, higiene deficiente, ordenha incompleta (GERMANO; GERMANO, 1995;
NMC, 1999a), assim como a utilizagdo de animais mais suscetiveis, de racas
especializadas e melhoradas geneticamente visando o desenvolvimento e o aumento da

produgdo leiteira (MANSER, 1986).
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A mastite clinica causa um notavel e imediato declinio na produgao e alteragcdes na
aparéncia e composi¢ao do leite (NMC, 1999a). Proteinas do soro, lipase, sodio e cloreto
estardo elevados, enquanto haverd uma queda nos niveis de gordura, sélidos totais, caseina,
lactose, calcio, fosforo e potassio (HAENLEIN, 2004). A forma subclinica também resulta
em queda na producao leiteira ¢ em mudangas na composicao do leite, embora a aparéncia
deste geralmente continue normal, sendo necessario realizar exames laboratoriais como
método de diagndstico.

Os patogenos usualmente relacionados com infec¢des intramamadrias em cabras
pertencem aos géneros Staphylococcus, Mycoplasma, Streptococcus, Escherichia e
Pseudomonas (CONTRERAS et al.,, 2000), sendo Staphylococcus spp. o de maior
prevaléncia em mastites clinicas e subclinicas (CONTRERAS et al. 1995; DEINHOFER;
PERNTHANER, 1995; WHITE; HINCKLEY, 1999; BEZERRA et al., 2006) ¢ S. aureus o
patdgeno de maior importancia.

De acordo com varios estudos, foi detectada a presenga de diferentes espécies de
micoplasmas em rebanhos de caprinos no Brasil (PENHA; D’APICE, 1942;
NASCIMENTO; NASCIMENTO, 1982; NASCIMENTO et al.,1986; GOMES et al.,1994;
NASCIMENTO et al., 2002) e nenhum agente provoca tantas perdas econdmicas quanto o
M. agalactiae, devido a imediata reducao da producao de leite (AZEVEDO et al., 2006). O
virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) também estd amplamente disseminado em
diferentes estados de Brasil (FRANKE, 1998; LEITE et al., 2004), e acarreta prejuizo real
para a caprinocultura, pela diminui¢ao da produgao de leite.

A mastite caprina ocasiona significativos prejuizos econémicos em decorréncia do
descarte do leite, dos custos com medicamentos e assisténcia veterinaria, da redugao da
quantidade e qualidade do leite e derivados lacteos (BARROS; LEITAO, 1992; LIMA
JUNIOR et al., 1993), além de representar sério problema de saude péblica quando
consumido in natura devido a possivel veiculagdo de microrganismos patogénicos e
residuos de antibioticos em casos de animais tratados, podendo provocar reagdes alérgicas
em individuos sensiveis, associadas freqlientemente aos betalactamicos, particularmente a
penicilina (COSTA, 1996).

Embora o incremento na producdo e comercializacdo do leite de cabra seja uma
realidade no Brasil, com a ado¢do de tecnologia e diversificacio de produtos (leite
pasteurizado, iogurte, queijos finos, bebidas achocolatadas, doce de leite, etc.), o
direcionamento futuro ndo estard voltado para a quantidade e sim para a qualidade

(EMBRAPA, 2005). A incorporacao de conhecimentos e de tecnologias na prevengdo e no
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controle de doencas na caprinocultura leiteira podera ndo s6 aumentar a produtividade e
melhorar a saude do rebanho, como assumir posi¢do estratégica no processo de
comercializacdo ao garantir a qualidade do leite e de seus produtos e oferecer seguranga ao
consumidor (ALVES, 2004).

No presente estudo, objetivou-se isolar e identificar os principais agentes
bacterianos a partir do leite de cabras in natura em relagao a presenca de CAEV, realizar e
avaliar analises fisico-quimicas e California Mastitis Test (CMT) para o diagndstico da
mastite subclinica, e verificar o perfil de resisténcia antimicrobiana in vitro de

Staphylococcus spp.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO DE LEITE DE CABRA NO BRASIL

A cabra ¢ a terceira espécie produtora de leite em volume de producdo mundial.
Estima-se que em 2006 foram produzidas 13,8 mil toneladas de litros de leite de cabra no
mundo (Tabela 1), o que corresponde a 2% da producdo mundial de leite (FAO, 2007).
Dentre os paises do continente americano, o Brasil ¢ considerado o que apresenta a maior
produgdo de leite de cabra, com um montante anual de 1,07% (135.000 toneladas) do total
mundial no ano de 2005 (FAO, 2007).

A dinamica da caprinocultura brasileira, no periodo de 1970 a 2006, revela um
aumento no efetivo total de caprinos e na produ¢do de leite de cabra, indicando a ascensao
da atividade e a sua importancia na contribui¢do do desenvolvimento socioecondmico do
pais. Segundo dados obtidos no Censo Agropecudrio, realizado pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2006), no ano de 2006 o efetivo de caprinos no Brasil foi de
7,1 milhdes de cabegas, com produgdo de 21,3 milhdes de litros de leite. Dentre as grandes
Regides do pais, a Regido Nordeste apresentou o maior efetivo de animais, com 6,5
milhdes de caprinos ¢ uma producdo de 14,2 milhdes de litros de leite, seguida da Regido
Sudeste, com 156 mil caprinos e 5,2 milhdes de litros de leite. Dentre os estados da Regido
Nordeste, a Paraiba produziu a maior quantidade de leite de cabra em 2006, com 3,9
milhdes de litros, e na Regido Sudeste, o Estado de Minas Gerais atingiu um volume de 2,2

milhdes de litros (Tabelas 2, 3 e 4).
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Martins et al. (2006) analisaram dados gerados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) e revelaram que as modificagdes na localizacao espacial do
rebanho caprino no Brasil no periodo de 1975 a 2003 nao foram significativas. Houve um
aumento de 35% no efetivo total de caprinos do Brasil, assim como todas as Regides
aumentaram o numero total de cabecas de caprinos em seus territérios, exceto a Regido
Sul. A Regido Norte apresentou a maior taxa de crescimento do rebanho (224%), seguida
da Regido Centro-Oeste (80%). Nas Regides Nordeste e Sudeste houve crescimento de
36% e 24%, respectivamente, do rebanho caprino.

Apesar de a Regido Sudeste dispor de apenas 4% do efetivo caprino no Brasil,
destaca-se pela representatividade de seus Estados no agronegocio caprino leiteiro, sendo
responsavel por aproximadamente 25% do total de leite de cabra produzido no pais.
Caracteriza-se pelo uso de sistemas de produgdo intensivos confinados, dispostos nas
proximidades de centros urbanos. As ragas leiteiras adotadas sdo especializadas (Saanen,
Alpina e Toggenburg), ou mesticas destas ragas mantidas em galpdes e com alimentagao

fornecida no cocho (BORGES, 2006).

Tabela 1 — Produ¢do mundial de leite de diferentes espécies animais no periodo de 1996 a
2006.

PRODUCAO DE LEITE (mil t) VARIACAO (%) % TOTAL

ESPECIES 1996 2001 2006 2006/96 2006
Vaca 467.976 498.168 549.693 17,5 84,1
Bufala 57.755 69.201 80.094 38,7 12,3
Cabra 11.710 12.805 13.801 17,9 2,1
Ovelha 8.224 8.229 8.723 6,1 1,3
Camelo 1.390 1.433 1.479 6,4 0,2
TOTAL 547.055 589.836 653.790 19,5 100

Fonte: FAO (2007), citado por ZOCCAL (2007).
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Centro-
Ano Brasil Norte Nordeste Sudeste Sul Oeste
1970  5.708.993 31.643 5.016.941 180.224 387.853 92.332
1975  6.709.428 28.264 6.172.419 160.852 278.830 69.063
1980  7.908.147 47.556 7.279.058 149.484 361.429 70.620
1985  8.207.942 110.451 7.552.078 174.560 300.154 70.699
1995  6.590.646 83.957 6.176.457 120.754 151.296 58.182
2006  7.109.052 137.474 6.452.373 156.862 289.201 73.142

Fonte: IBGE, Censo Agropecuario 2006.

Tabela 3 — Producao total de leite de cabra no Brasil e por regidao no periodo de 1975 a

2006.
QUANTIDADE DE LEITE DE CABRA (1.000L)
Centro-
Ano Brasil Norte Nordeste Sudeste Sul QOeste
1975 13.394 19 10.836 1.172 1.263 104
1980 25.527 134 21.987 1.364 1.936 102
1985 35.834 438 27.625 4.748 2.427 594
1995 21.900 173 15.275 4.629 1.058 765
2006 21.275 119 14.201 5.224 1.216 514

Fonte: IBGE, Censo Agropecuario 2006.

Tabela 4 — Producao de leite de cabra no Brasil segundo as Grandes Regides Nordeste e

Sudeste e respectivas Unidades de Federagdo em 2006.

GRANDES REGIOES E
UNIDADES DE FEDERACAO LEITE DE CABRA (1.000L)

NORDESTE 14.201

Maranhao 46

Piaui 962
Ceara 1.111
Rio Grande do Norte 2.287
Paraiba 3.995
Pernambuco 2.022

Alagoas 374

Sergipe 151
Bahia 3.254
SUDESTE 5.224
Minas Gerais 2.214

Espirito Santo 148

Rio de Janeiro 875
Sao Paulo 1.986

Fonte: IBGE, Censo Agropecuario 2006.
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2.2 QUALIDADE DO LEITE DE CABRA

O leite ¢ considerado o alimento mais completo que existe para o ser humano,
sendo indicado na dieta de criangas, adultos, idosos e convalescentes (GERMANO;
GERMANO, 1995; OLIVEIRA, 2008).

O leite da espécie caprina ¢ definido como o produto da ordenha completa e
ininterrupta em condicdes de higiene, de animais sadios, bem alimentados e descansados
(BRASIL, 2000). O conceito de sadios refere-se a animais sem sinais clinicos de doengas
e/ou sem resultados positivos em provas diagndsticas indicativas de doengas infecto-
contagiosas, com bom estado de nutricdo e que ndo estejam recebendo medicamentos
capazes de deixar residuos no leite (MAGALHAES, 2005).

O leite de cabra ¢ um liquido branco, puro, de odor e sabor especiais e agradaveis.
A cor se deve ao fato de ndo apresentar caroteno (pro-vitamina A), e sim vitamina A. Nao
possui nenhum cheiro tipico ou desagradavel, mas se o apresentar ¢ devido as mas
condi¢des de higiene. O mau cheiro, denominado hircino, ¢ transmitido pelo bode quando
este se encontra perto das cabras em lactagdo, impregnando-as, além de poder transmiti-lo
diretamente ao leite (QUADROS, 2008).

O valor do leite como alimento estd na sua composi¢ao (Quadro 1), a qual pode
variar de acordo com a raca, a alimentagdo ou tipos de alimentos, o estagio de lactacdo, o
clima e o proprio individuo. O leite caprino possui proteinas de alto valor bioldgico,
ajudando no combate a desnutrigdo ¢ no desenvolvimento normal de criangas e
melhorando a nutri¢do em adultos. O elevado teor mineral de calcio, fosforo, potassio e
magnésio ¢ outro atributo na prevengdo da osteoporose, manutencdo de ossos, dentes,
fungdes metabolicas e fisiologicas (LAGUNA, 2004). E naturalmente rico nos acidos
graxos volateis caproico, caprilico e caprico, comumente utilizados em tratamentos de
pessoas com problemas de ma absor¢ao, pela habilidade de fornecer energia, além de inibir
e limitar a deposicdo de colesterol nos tecidos e dissolver as placas deste (HAENLEIN,
2004).

Dentre as principais proteinas do leite caprino, -lactoalbumina, a-lactoalbumina,
k-caseina, -caseina e a-caseina, a fracdo protéica considerada a causadora de alergia ao
leite de vaca, a a-1 caseina, existe em quantidade bastante reduzida. Comparado ao leite de
vaca, o leite de cabra ¢ mais facilmente digerido devido a riqueza em extrato seco e ao

menor didmetro das suas moléculas de gordura, sendo digerido no estdmago humano em
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torno de 40 minutos ap6s o seu consumo, enquanto o leite de vaca ¢ digerido em

aproximadamente duas horas e meia (ALVES; PINHEIRO, 2004).

Quadro 1. Composi¢do do leite caprino, ovino, bovino e humano.
Componentes Caprino Ovino Bovino Humano

Gordura (%) 3,8 7,6 3,7 4,0
Soélidos ndo gordurosos (%) 8,9 12,0 9,0 8,9
Lactose (%) 4,1 4,9 4,7 6.9
Proteina (%) 3.4 6,2 3.2 1,2
Caseina (%) 2,4 4,2 2,6 0,4
Cinzas totais (%) 0,8 0,9 0,7 0,3
Ca (%) 0,19 0,16 0,18 0,04
P (%) 0,27 0,14 0,23 0,06
Cl (%) 0,15 0,27 0,10 0,06
Vitamina A (Ul/g de gordura) 39 25 21 32
Vitamina B1 (mg/100mL) 68 7 45 17
Vitamina B12 (mg/100mL) 210 36 159 26
Vitamina C (mg/100mL) 20 43 2 3,6
Vitamina D (Ul/g de gordura) 0,7 ND 0,7 0,27
Energia (Cal/100mL) 70 105 69 68

ND: ndo definido

Fonte: Dados obtidos e adaptados de Ribeiro (1997) e Park et al. (2007).

A qualidade do leite de cabra ¢ definida por seus pardmetros fisico-quimicos e

microbioldgicos e constitui uma exigéncia de mercado e da indistria beneficiadora.

Praticas adequadas de higiene, manipulacdo ¢ manejo, desde a obten¢do do leite até a sua

comercializacao, sao fundamentais para garantir mais qualidade e seguranga alimentar ao

consumidor (MAGALHAES, 2005).

Parametros microbioldgicos e fisico-quimicos (Anexos 10.1 e 10.2) foram

estabelecidos pela Instrugdo Normativa N° 37 de 31 de Outubro de 2000, Regulamento
Técnico de Producao, Identidade e Qualidade do Leite de Cabra (BRASIL, 2000), com o

objetivo de fixar condi¢des de produgdo, a identidade e os requisitos minimos de qualidade
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do leite de cabra destinado ao consumo humano, como por exemplo, a exigéncia de valores
minimos de 4,3% de lactose, 8,2% de s6lidos nao gordurosos e 13°D para a acidez.

A atribui¢do de valores ao leite por industrias de laticinios tem se baseado em
parametros indicativos de rendimento, como o extrato seco total (EST) ou parametros
indicativos da satde do rebanho, como a Contagem de Células Somaticas (CCS). O EST ¢
representado pela gordura, acgucar, proteinas e sais minerais, sendo um indicador
importante devido a exigéncia de padrdes minimos no leite e pela influéncia no rendimento
de produtos lacteos, podendo-se observar que o pagamento do leite ¢ em funcdo do
conteudo de extrato seco, especificamente gordura e proteina (PEREIRA et al., 2005). No
Brasil, nao ha limites maximos oficiais exigidos para a CCS no leite de cabra, havendo a
necessidade da realizacdo de estudos, a fim de verificar a aplicabilidade deste método para
a espécie caprina nos rebanhos nacionais.

Os teores de EST, caseina e cloretos ndo foram estabelecidos pela legislagao
brasileira para o leite de cabra. Esses parametros podem ser comparados com os valores
obtidos em diferentes estudos, como o de Barros e Leitdo (1992), que obtiveram valores
médios de 12,1%, 2,5% e 0,20% para EST, caseina e cloretos, respectivamente; Tonin e
Nader Filho (2002) encontraram os teores médios de cloreto 0,18%, 0,20% e 0,22% para
cabras nos estadgios de lactacdo inicial, médio e final, respectivamente; Pereira et al.
(2005), Queiroga et al. (2007) e Andrade et al. (2008) obtiveram os valores médios de
11,8%, 11,7% e 12,3% para EST, respectivamente; Prata et al. (1998) e Park et al. (2007)
relataram o conteudo de 2,4% de caseina em leite de cabra.

Conforme estabelecido na legislagcao vigente (BRASIL, 2000), valores inferiores a
2,9% de gordura sdo admitidos para as variedades de leite integral e semidesnatado,
mediante comprovacdo de que o teor médio de gordura de um determinado rebanho ndo
atinge esse nivel. Prata et al. (1998) verificaram varia¢des de 1,7 a 5,7% para o pardmetro
gordura no leite de cabra. Os teores médios de gordura obtidos foram de 3,5% (BARROS;
LEITAO, 1992; PEREIRA et al., 2005), 3,7% (PRATA et al., 1998; ANDRADE et al.,
2008), 4,6 a 5,5% (QUEIROGA et al., 1998), 4,1% (GOMES et al., 2004), 4,4%
(PEREIRA et al., 2006), 3,4% (FONSECA et al., 2006; QUEIROGA et al., 2007) ¢ 4,9%
(BIRGEL JUNIOR et al., 2007).

Os valores médios de acidez reportados por Prata et al. (1998), Pereira et al. (2005)
e Queiroga et al. (2007), foram de 16,1; 16,0 e 15,2°D, respectivamente. Os valores

minimo ¢ maximo obtidos para acidez, descritos por Prata et al. (1998), foram de 14,0 e
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17,9°D. O parametro acidez ¢ normalmente utilizado como indicador do estado de
conservagao do leite em fungdo da relacdo entre a disponibilidade de lactose e a producao
de 4cido latico por a¢do microbiana que acarreta aumento na acidez e diminui¢do no teor
de lactose. Além da a¢do microbiana pode ocorrer a influéncia da fase de lactacdo das
cabras, com valores maiores na fase final da lactacdo (QUEIROGA et al., 2007).

A lactose ¢ um dos nutrientes mais estaveis na composicao quimica do leite e esta
diretamente relacionada a regulagdo da pressdo osmotica, de modo que a maior produgdo
de lactose determina maior producdo de leite (QUEIROGA, 2007), além de representar a
base para a obtencdo de produtos fermentados, como o iogurte (BRITO; BRITO, 1998).
Prata et al. (1998), Queiroga et al. (1998), Gomes et al. (2004), Pereira et al. (2006), Birgel
Junior et al. (2007), Queiroga et al. (2007) e Vilanova et al. (2008), registraram os valores
médios para o parametro lactose de 4,3%, 4,4%, 4,1%, 4,3%, 4,5%, 4,1% ¢ 3,9%,
respectivamente. A variagdo verificada por Prata et al. (1998) para lactose foi de 3,5% a
5,2% no leite de cabras Saanen.

A média do ponto de congelamento obtida por Prata et al. (1998), no leite caprino,
foi de -0,574°H, enquanto Barros e Leitdo (1992) obtiveram o valor médio de -0,620°H. A
variagdo no indice crioscopico obtida por Prata et al. (1998) foi de -0,555 a -0,592°H.

Os valores médios observados por Prata et al. (1998), Pereira et al. (2005) e
Queiroga et al. (2007), para a densidade a 15°C no leite de cabra, foram de 1032,4; 1030,2
e 1031,7g/L, respectivamente. E uma amplitude de 1028,2 a 1035,5g/L foi relatada por
Prata et al. (1998), no leite de cabras Saanen.

As diferencas existentes entre manejos e tipos de ordenha sao refletidas na CCS e
no California Mastitis Test (CMT). Rebanhos submetidos a boas técnicas de ordenha,
desinfeccdo de tetos pré e pos ordenha, secagem adequada das fémeas, tratamento com
antibiotico para mastite clinica, além de preocupa¢do com a higiene e suplementagao
mineral adequada demonstram baixos indices de mastite e conseqiientemente baixa CCS e
reacOes negativas ou discretas no CMT (BARKEMA et al., 1998; BARBOSA et al., 2002).

Silva et al. (2001) e Bezerra et al. (2006) obtiveram resultados satisfatdrios no
CMT como teste de triagem da saude da glandula mamaria, embora ressaltassem que para
evitar resultados falso-positivos e devido a fisiologia da glandula mamaria da espécie
caprina, deve ser associado ao exame microbiologico do leite.

Vianni e Fontana (1999) obtiveram valores de 2,73x10° células/mL pela

microscopia direta e de 7,09x10° células/mL pela contagem eletrénica para células
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somaticas a partir do leite de cabras positivas no CMT, e valores de 1,31 e 2,35){106
células/mL pelas contagens direta e eletronica, respectivamente, para cabras negativas no
CMT. Os resultados do CMT acompanharam em ordem crescente as contagens por
microscopia direta e eletronica. Silva et al. (2001) obtiveram os valores médios para a CCS
por microscopia direta de 5,32x10° células/mL para os escores 2+ e 3+ no CMT e de
0,78x10° células/mL de leite para os escores negativo, tracos e 1+ no CMT.

A indulstria leiteira compreende diversas fases, desde a origem do leite, nas
propriedades rurais, até a sua chegada ao comércio varejista como produto industrializado.
Embora todas as fases sejam importantes para a preservacao da qualidade do leite, a fase
de producao ¢ a de maior relevancia (GERMANO; GERMANO, 1995), e sob o ponto de
vista microbiologico representa o primeiro ponto critico de controle no processamento de
qualquer produto lacteo, uma vez que leites com contagens elevadas de microrganismos
podem comprometer a qualidade de diferentes produtos, como iogurtes, bebidas lacteas e
leites desidratados (OLIVEIRA, 2008).

Os problemas com a produgdo nas propriedades rurais iniciam-se com a ocorréncia
de processos inflamatdrios nas mamas ou mastite das cabras, grande parte dos quais sem
manifestagdo clinica, sendo a queda da produgdo o Unico indicador desta problematica

(GERMANO; GERMANO, 1995).

2.3 MASTITE

A mastite ou inflamacao da glandula mamaria é caracterizada por alteragdes fisicas,
quimicas e bacteriologicas do leite, e por distirbios patologicos do tecido glandular
(GERMANO; GERMANO, 1995). E considerada a doenga que acarreta os maiores
prejuizos econdmicos a producdo leiteira, pela redu¢do da quantidade ou perda total da
capacidade secretora da glandula mamaria e pelo comprometimento da qualidade do leite
produzido para a fabricacao de produtos derivados. Pode ser causada por diferentes fatores
como microrganismos e suas toxinas, traumas fisicos e agentes irritantes, mas na maioria
dos casos ¢ resultante da invasdo de microrganismos patogénicos através do canal da teta,
podendo ser classificada como clinica ou subclinica (NMC, 1999b).

Os riscos para o consumidor ndo se referem apenas a presenca de patdogenos no

leite, os quais serdo destruidos mediante tratamentos térmicos adequados, e sim a presenca
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de toxinas termoestaveis, as quais persistem nos produtos lacteos elaborados com o leite de
animais infectados apos a pasteurizacao ¢ a esterilizacdo (CONTRERAS et al., 2001).

A resposta inflamatdria que se desenvolve no interior do Ubere tem a finalidade de
destruir ou neutralizar os agentes infecciosos, suas toxinas e permitir que a glandula
mamaria retome a sua producdo normal. Pode ocorrer destruicdo de células epiteliais,
responsaveis pela sintese dos principais constituintes do leite, como proteina, gordura e
lactose, com redugdo da capacidade produtiva do animal (BRITO et al., 2002).

Segundo o Nacional Mastitis Council (1999a), a mastite clinica causa um notavel e
imediato declinio na producdo e alteragdes na aparéncia e composicdo do leite. O ubere
pode encontrar-se edemaciado, quente, endurecido e dolorido, e o leite apresentar grumos,
pus e estrias de sangue. Haenlein (2004) ressalta que componentes do leite como proteinas
do soro, lipase, sodio e cloreto estardo elevados em casos de mastite, enquanto havera uma
queda nos niveis de gordura, sélidos totais, caseina, lactose, calcio, fosforo e potassio.

A mastite subclinica resulta em queda na producao leiteira e em mudancas na
composicdo do leite, embora a aparéncia deste geralmente continue normal, sendo
necessario realizar o exame bacterioldgico como método de identificagdo definitivo.
Segundo Germano ¢ Germano (1995) pode haver diminui¢ao no teor de gordura, além de
alteragdo da qualidade do teor de proteinas, ou seja, menos caseina € mais proteinas
soluveis.

Conforme descrito por Brito e Brito (1998) a diminui¢do da concentracdo total de
gordura pode causar alteragdes fisicas no creme, na textura e aumentar o tempo necessario
para a producdo de manteiga. O aumento da concentracdo de acidos graxos livres em
conseqiiéncia da mastite pode alterar o sabor de produtos fermentados e inibir as culturas
lacteas utilizadas na preparacdo dos mesmos. Os teores de caseina, célcio e fosforo
reduzidos influenciam a capacidade de coagulacdo do leite para a produgdo de queijos,
assim como a concentracdo de substancias minerais alterada resulta na diminui¢ao do valor

nutritivo do leite.

2.3.1 Etiopatogenia da Mastite Caprina

r

A etiologia da mastite ¢ complexa e multivariada. A identificagdo dos

microrganismos que causam infeccdo na glandula mamadria ¢ importante tanto para a
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ado¢do de métodos de controle e prevencao, quanto para o monitoramento dos rebanhos

(BRITO; BRITO, 1999).

2.3.1.1 Staphylococcus spp.

O patdégeno de maior ocorréncia em mastites caprinas ¢ o Staphylococcus spp.
(CONTRERAS et al., 1995; CONTRERAS et al., 1999; WHITE; HINCKLEY, 1999;
CONTRERAS et al., 2000), tanto para a forma clinica como subclinica da doenca.

Segundo Contreras et al. (2000), S. aureus ¢ descrito como a principal causa de
mastite gangrenosa e pode estar envolvido em casos subclinicos persistentes. Assume
grande importancia na microbiologia de alimentos como agente de intoxicagdes
alimentares devido a producdo de enterotoxinas termoestaveis, servindo como indicador
higiénico-sanitdrio na industria alimenticia, visto que o manipulador de alimentos
representa a principal fonte e veiculo deste microrganismo (FREIRAS et al., 2004).

A intoxicagdo alimentar estafilococica ¢ atribuida a ingestdo de toxinas produzidas
e liberadas pela bactéria durante sua multiplicacdo no alimento, representando um risco a
saude publica. A toxina, por ser termoestavel, pode permanecer no alimento mesmo apos
tratamento pelo calor, favorecendo a ocorréncia de intoxicagdo, caracterizada clinicamente
por nduseas, vOomito, mal-estar, debilidade geral, diarréia, cefaléia e dor abdominal
(MURRAY et al., 1992).

Staphylococcus coagulase negativa (SCN) sdo os patégenos de maior prevaléncia
em mastite subclinica (DEINHOFER; PERNTHANER, 1995; CONTRERAS et al., 1999;
CONTRERAS et al., 2000) e embora sejam menos patogénicos que o S. aureus, podem
produzir mastite subclinica persistente, aumentar significativamente a CCS e diminuir a
producdo de leite, além de causar mastite clinica. As espécies mais comumente isoladas
compreendem S. epidermidis, S. caprae, S. simulans, S. chromogenes e S. xylosus; e as
isoladas com menor freqiiéncia sdao S. lentus, S. capitis, S. lugdunensis, S. hominis, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. arlettae, S. warneri, S. sciuri, S. hyicus, S. auricularis e
S. cohnii.

Um dos principais indicadores de enterotoxigenicidade de estafilococos ¢ o teste da
coagulase, no entanto, diferentes estudos detectaram SCN enterotoxigénicos nas maos de
manipuladores de alimentos, no leite e seus derivados. Mariano (2000) avaliou cepas de

Staphylococcus spp. isoladas de leite de cabra para a produgdo de enterotoxinas pelo teste
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de Sensibilidade Otima em Placas e obteve resultado positivo para diferentes espécies de
SCN: S. capitis, S. cohnii, S. chromogenes, S. lugdunensis, S. haemolyticus, S.
saprophyticus, S. simulans, S. caprae, S. warneri e S. epidermidis.

A deteccao de cepas de espécies de Staphylococcus produtoras de enterotoxinas a
partir de diferentes sitios como palma das maos, leitos subungueais, fossas nasais e
orofaringe de manipuladores de um laticinio de queijo de leite de cabra foi realizada por
Rapini et al. (2005). Cepas coagulase positiva (S. aureus) e negativa (S. epidermidis, S.
cohnii) produziram enterotoxinas, o que representa possibilidade de veicula¢do para os
queijos, com risco a saude dos consumidores.

Barros e Leitao (1992) avaliaram o leite de cabras infectadas experimentalmente
com S. aureus pela analise de parametros fisico-quimicos e demonstraram diminuigdo
significativa para densidade, acidez, EST, extrato seco desengordurado (ESD) e lactose,
assim como os percentuais de proteinas (total e caseina) e aumento significativo para
indice crioscopico e cloretos.

Aumento significativo na CCS e alteragdes clinicas na glandula mamaria foram
relacionados a presenca de S. epidermidis e S. simulans, respectivamente (DEINHOFER;
PERNTHANER, 1995), assim como infec¢do persistente pela presenca de S. epidermidis
(CONTRERAS et al., 1999).

2.3.1.2 Streptococcus spp., Bacilos Gram negativos e outros microrganismos

Segundo Contreras et al. (2000), Streptococcus spp. ¢ bacilos Gram negativos
(BGN) ocorrem com menor freqiiéncia em rebanhos caprinos, embora sejam considerados
patdgenos importantes e responsaveis por casos clinicos severos, com destaque para S.
agalactiae e Streptococcus do Grupo C. Dentre os BGN causadores de infecgdes
intramamarias mais freqlientemente isolados destacam-se Escherichia coli ¢ Pseudomonas
spp.

Contreras et al. (1995) estudaram a prevaléncia e a etiologia da mastite subclinica a
partir de 369 amostras de leite de cabra, com o isolamento de 69 cepas representadas por
Staphylococcus spp. (71,0%), Corynebacterium spp. (12,0%), Mycoplasma spp. (9,0%),
Pasteurella spp. (3,0%), Enterobacteriaceae (3,0%) e Streptococcus spp. (1,0%).

Deinhofer ¢ Pernthaner (1995) avaliaram 2.243 amostras de leite de cabras sem

evidéncia de mastite clinica e obtiveram 402 amostras positivas no cultivo, com o
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isolamento de Staphylococcus spp. (89,3%), Streptococcus spp. (9,0%), Pasteurella spp.,
E. coli e Actinomyces spp. (< 1,7%). Os autores relataram aumento significativo na CCS
relacionado a presenca de S. epidermidis e alteragdes clinicas na glandula mamaria pela
presenga de S. simulans.

Contreras et al. (1999) investigaram 538 amostras de leite de cabra provenientes de
um rebanho em que a prevaléncia de mastite clinica nos 10 anos que antecederam o estudo
situava-se entre 0% e 2% de casos clinicos por ano. Das 538 amostras, 121 (39,7%) foram
positivas no cultivo, com o isolamento de Staphylococcus spp. (95,7%), Streptococcus spp.
(1,4%), Enterobacteriaceae (0,9%) e Bacillus spp. (0,5%). Mediante avaliacdo de fatores
envolvidos com a CCS descreveram a presenca de S. epidermidis relacionada ao aumento
da CCS assim como a causa de infecgdo persistente.

Vianni e Fontana (1999) isolaram cepas de Staphylococcus spp. (75,0%) e
Streptococcus spp. (22,0%) a partir de 200 amostras de leite de cabras positivas no CMT,
enquanto White e Hinckley (1999) obtiveram 1.061 cepas a partir de 2.911 amostras de
leite de cabra: Staphylococcus spp. nao-hemoliticos (38,2%), S. aureus (11,0%),
Streptococcus spp. (4,1%), E. coli (1,6%) e Pseudomonas spp. (1,2%).

Bezerra et al. (2006) observaram 101 (50,5%) amostras positivas dentre as 200
amostras de leite de cabra submetidas ao exame bacterioldgico. As cepas isoladas
compreenderam: SCN (76,2%), Corynebacterium sp. (5,9%), Staphylococcus coagulase
positiva (3,9%), Serratia sp. (3,9%), Streptococcus sp. (2,9%), E. coli (2,9%), Actinomyces
sp. (0,9%), Bacillus sp. (0,9%), Pasteurella sp. (0,9%) e Micrococcus (0,9%).

Ribeiro et al. (2007) relataram pela primeira vez no Brasil a ocorréncia de mastite
gangrenosa caprina atipica causada pela co-infeccdo por Staphylococcus aureus,

Clostridium perfringens e Escherichia coli.

2.3.1.3 Mycoplasma spp.

As micoplasmoses sdo enfermidades infecciosas de distribuicdo mundial, causadas
por microrganismos da Classe Mollicutes e dos géneros Mycoplasma ¢ Ureaplasma, que
acometem diversas espécies de animais domésticos (COTTEW, 1979) e diferem das
bactérias convencionais por ndo possuirem parede celular. Estabelecem infec¢des
persistentes quando patogénicos, com predilecdo pelas mucosas respiratoria, ocular ou

genital (ROSENBUSCH, 1994).
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A Pleuropneumonia Contagiosa Caprina (PPCC) causada pelo M. capricolum
subsp. capripneumoniae, e a Agalaxia Contagiosa dos Caprinos ¢ Ovinos (ACCO), pelo M.
agalactiae, sao doengas de notificagdo obrigatoria conforme estabelecido pela “World
Organization for Animal Health” — OIE (2008), que ao lado de outras micoplasmoses sao
reconhecidas mundialmente como causadoras de perdas econdmicas vultosas,
representadas principalmente pela morte de crias e pela redugao ou parada da producao de
leite.

Segundo DaMassa et al. (1992), Bergonier et al. (1997) e Madanat et al. (2001), as
principais espécies do género Mycoplasma comumente relacionadas com casos de mastite
compreendem M. agalactiae (Ma), M. mycoides subsp. mycoides “Large Colony”
(MmmLC), M. capricolum subsp. capricolum (Mcc), M. mycoides subsp. capri (Mmc) e M.
putrefaciens (Mp). No que tange a producdo leiteira, o prejuizo econdmico advém da
queda ou auséncia da produgdo de leite, alteragdes na coloragdo do leite, podendo variar
desde claro (aquoso) a amarronzado, ou apresentar-se com aspecto de soro sangiiineo com
presenca de grumos, ou seja, improprio para o consumo e inadequado para a industria
lactea. O odor nem sempre ¢ alterado, porém na presenca de Mp forma-se um odor putrido.

A transmissdo de MmmLC, Mmc, Mcc, Ma ou Mp ocorre mais comumente em
caprinos jovens pela ingestao de colostro ou leite contaminado, € em adultos pelo contato
direto ou indireto com secrecdes respiratorias, fezes e urina, aerossdis e fOmites
contaminados (DaMASSA et al., 1992; BERGONIER et al., 1997).

O estudo de Bergonier et al. (1997) elucida que vetores como acaros que parasitam
o conduto auditivo externo, carrapatos e pulgas podem carrear micoplasmas entre animais
do rebanho, uma vez que mantém contato direto com as secre¢des e excretas de animais.
Ribeiro et al. (1995) isolaram Mycoplasma spp. de exemplares do acaro Raillietia caprae
coletados do conduto auditivo externo de caprinos, com a identificagdo de M. mycoides
subsp. mycoides e M. arginini pelos testes de imunofluorescéncia direta e de inibicao de
crescimento, confirmando a veiculacdo da bactéria pelo dcaro entre animais do rebanho.

No Brasil, o primeiro diagnoéstico de micoplasmose foi realizado por Penha e
D’apice (1942), a partir de um surto de pneumonia em cabritos e mastite em cabras, com o
isolamento de um micoplasma tipificado naquela época como Ma. Diferentes espécies de
micoplasmas foram isoladas e identificadas posteriormente em nossos rebanhos caprinos,
como M. ovipneumoniae, no Estado do Rio de Janeiro (NASCIMENTO; NASCIMENTO,
1982); Mmc ¢ MmmLC (NASCIMENTO et al.,1986), M. arginini, nos Estados do Rio



31

Grande do Sul (NASCIMENTO; NASCIMENTO, 1982) ¢ Rio de Janeiro (GOMES et
al.,1994); Ma no Estado da Paraiba (NASCIMENTO et al., 2002); M. conjunctivae no
Estado de Sao Paulo (GREGORY et al., 2003).

O isolamento de micoplasmas a partir de amostras de leite tem sido relatado em
diferentes estudos. DaMassa (1983) identificou Ma como o agente etiologico de mastite
clinica em cabra; DaMassa et al. (1987) detectaram Mp como o agente causador de um
surto de mastite e artrite que culminou na morte de 700 caprinos; Contreras et al. (1995)
isolaram Mycoplasma spp. em leite de cabras com mastite subclinica, enquanto Egwu et al.
(2001) identificaram Ma, Mcc, M. bovis e MmmLC em cabras com mastite clinica e Ma e
Mecc em cabras com mastite subclinica; De La Fe et al. (2005) avaliaram amostras de leite
de cabras provenientes de area endémica para ACCO e constataram a presenca de
MmmLC, Ma e M. arginini; Al-Momani et al. (2006) identificaram Mp, MmmLC, Mcc e
Ma em leite de cabras com mastite clinica; Azevedo et al. (2006) identificaram Ma como o
agente causador de um surto de mastite, agalaxia e poliartrite em cabras e Contreras et al.
(2008) detectaram Ma e MmmLC em amostras de leite de cabra provenientes de tanques,
onde constataram que a CCS foi significativamente maior em amostras de tanques de leite

com a presenca de Mycoplasma spp. comparada com amostras de tanques livres do agente.

2.3.1.4 Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV)

Os pequenos ruminantes podem ser infectados por um grupo de lentivirus
denominado Lentivirus dos Pequenos Ruminantes (LVPR), que compreende vérios
isolados distribuidos basicamente em dois grupos filogenéticos, cujos protdtipos sdo os
virus Maedi-Visna (MVV) e Artrite Encefalite Caprina (CAEV). Os LVPR tém sid®
identificados em diversos paises, com prevaléncias mais elevadas naqueles em que a
ovinocultura e a caprinocultura sdo mais tecnificadas. As perdas econdmicas decorrem da
diminui¢do da produgdo leiteira, predisposicio da glandula mamadria as infecgdes
bacterianas, retardo no crescimento das crias, desvalorizagdo comercial dos produtos de
criatorios com animais positivos e despesas com programas de controle (FRANKE, 1998;
OIE, 2000).

A Artrite Encefalite Caprina (CAE) ¢ uma doenga infecciosa, geralmente de carater
cronico, causada por um RNA virus, pertencente ao género Lentivirus da familia

Retroviridae e subfamilia Lentivirinae. A doenga apresenta ampla distribuicdo mundial e
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esta inclusa na lista de doencas de notificacdo obrigatoria estabelecida pela “World
Organization for Animal Health” — OIE (2007).

No Brasil, a doenga encontra-se disseminada em rebanhos caprinos conforme os
estudos de Moojen et al. (1986), Cunha e Nascimento (1995), Melo e Franke (1997),
Franke (1998), Sell (2000), Almeida et al. (2001), Callado et al. (2001), Pinheiro et al.
(2001), Santini et al. (2002), Batista et al. (2004), Leite et al. (2004) Frota et al. (2005),
Silva et al. (2005) e Lilenbaun et al. (2007), com vérios Estados acometidos: Rio Grande
do Sul, Bahia, Ceara, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Pernambuco, Maranhao,
Para, Piaui, Parana, Paraiba, Santa Catarina, Goias ¢ Rio Grande do Norte.

Os animais infectados sao o reservatorio e a fonte de infeccio do CAEV ¢ a
transmissdo do agente infeccioso, entre caprinos, ocorre mais comumente pela ingestdo de
colostro e leite contaminados, além do contato com secre¢des ou excre¢des ricas em
células do sistema monocitico-fagocitario, como secre¢des respiratoria e urogenital, fezes,
saliva e leite contaminado dos copos de ordenhadeiras mecanicas. Apesar de ocorrer
eliminagdo do virus pelo sémen, ndo ha comprovagdo de transmissdo por monta natural ou
inseminacao artificial (FRANKE, 1998; CALLADO et al., 2001; OIE, 2007).

O CAEV persiste no organismo por toda a vida do animal, havendo a possibilidade
da viremia ser permanente, o que facilitaria a transmissao do agente por fomites, agulhas,
tatuadores, aplicadores de brincos e material cirdrgico contaminado com sangue de animal
infectado (CALLADO et al., 2001).

Caprinos de varias ragas, idades ¢ de ambos os sexos podem ser acometidos pelo
CAEYV, e a freqliéncia de soropositivos ¢ maior em animais mais velhos, embora rebanhos
com alta taxa de infec¢do possam apresentar soroprevaléncia elevada entre animais jovens
(CALLADO et al., 2001). A transmissdo cruzada entre espécies € rara, no entanto, ovinos
podem ser infectados por CAEV e caprinos por MVV em condigdes naturais, o que
possibilita a recombinacdo de amostras selecionadas e adaptadas a diferentes hospedeiros,
com a eventual aquisi¢do de novas propriedades biologicas e emergéncia de amostras mais
virulentas ou de mais facil transmissao (OIE, 2007).

A infeccdo por CAEV, geralmente subclinica e persistente, pode causar afec¢ao
multissistémica, de evolugdo geralmente cronica, com agravamento progressivo das lesoes,
perda de peso, debilidade e até mesmo resultar na morte do animal. As formas clinicas
descritas compreendem a mamaria, a respiratoria, a artritica e a nervosa (FRANKE, 1998;

CALLADO et al.,, 2001; LARA et al., 2005; OIE, 2007).
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Entre caprinos a forma artritica ¢ a de maior relevancia, observada geralmente em
animais com mais de oito meses de idade, que apresentam aumento na consisténcia € no
tamanho das articulacdes, com lesdes degenerativas e inflamatorias tipicas, que resultam
em claudicacdo intensa, dificuldade de locomog¢do e adocdo de posigdes andmalas
decorrentes de dor, como observado por Lara et al. (2005) e Gregory et al. (2006).

A forma mamaria ¢ freqiiente e tem grande significado econdmico devido ao
comprometimento da producdo de leite e predisposicdo da glandula mamaria a infecgdes
secundarias, podendo acarretar em mastite aguda ou cronica. O processo inflamatdrio
cronico determina uma mastite intersticial com endurecimento do Ubere e a aparéncia
macroscopica do leite pode ndo revelar qualquer tipo de anormalidade. Lara et al. (2005)
constataram a forma clinica em cabras caracterizada pela presenca de nddulos e
endurecimento difuso no parénquima da glandula mamaria.

Birgel Junior et al. (2007) avaliaram diferentes parametros fisico-quimicos e a CCS
do leite de cabras em que ndo houve isolamento bacteriano. Descreveram alteragdes em
cabras reagentes ao CAEV sem alteragdes na consisténcia da glandula mamaria como o
aumento do percentual de cloretos, e em cabras reagentes ao CAEV com endurecimento
difuso da glandula a diminui¢do nos teores de lactose, proteina, gordura e sélidos totais; os
valores obtidos para o numero de células somaticas no grupo de cabras infectadas pelo
CAEYV foram estatisticamente maiores do que os valores obtidos nas cabras ndo reagentes
ao antigeno do CAEV.

A apresentagdo clinica pulmonar é rara e de pouca gravidade nesta espécie,
refletida por tosse seca e dispnéia, achados histopatoldgicos de pneumonia intersticial e
broncointersticial. A forma nervosa tem sido relatada em cabritos de um a quatro meses de
idade, e com menor freqiiéncia em caprinos adultos associada a forma artritica. Os animais
podem apresentar leucoencefalomielite caracterizada por sintomas de fraqueza muscular,
paresia, ataxia de membros posteriores, cegueira, nistagmo, salivacdo, tremores e

inclinagdo da cabeca (OIE, 2007).

2.3.2 Diagnostico da Mastite Bacteriana Caprina

O diagndstico do processo inflamatério da glandula mamaria inicia-se com a
inspe¢do do ubere, feita pela palpacdo para a deteccdo de anormalidades no tecido

mamario, como a presen¢a de nddulos difusos no parénquima, consisténcia endurecida da
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glandula e aumento da temperatura local, assim como pela inspecdo visual do leite,
realizada pelo uso da Caneca Telada ou Tamis para a visualizacdo de alteracdes
macroscopicas no leite, como grumos, pus, estrias de sangue ou coloragdo alterada (NMC,
1999b). Nas formas agudas e cronicas observa-se o aparecimento subito de febre (40° a
42°C), perda de apetite, apatia, dispnéia e dificuldade locomotora (KIRK; GLENN, 1996
citado por MOTA, 2008).

A mastite na forma subclinica pode ser detectada pela contagem direta ou indireta
de células somaticas no leite, sendo o CMT um dos testes mais aplicados, devendo ser
realizado antes da ordenha, logo apds o descarte dos primeiros jatos de leite. Este método
utiliza um detergente que ao reagir com o material genético das células somaticas forma
um gel que tem a sua consisténcia graduada em escores aritméticos, sendo 0, 1, 2, 3 ¢ 4
para as reagdes negativo (sem reacdo entre o reagente e o leite), tragos (suspeita), 1+
(fracamente positiva), 2+ (positiva) e 3+ (fortemente positiva), respectivamente (SANTOS
et al., 1995; SILVA et al., 2001), representado pela média de neutrofilos por mililitro de
leite (Tabela 5). No entanto, para evitar resultados falso-positivos e devido a fisiologia da
glandula mamaria da espécie caprina, o CMT deve ser associado ao exame microbiologico
do leite (SILVA et al., 2001; BEZERRA et al., 2006; CHAPAVAL, 2007), que tem como
objetivo a identificagdo do agente etiologico mediante cultivo e posterior prova de

sensibilidade a antimicrobianos (MOTA, 2008).

Tabela 5. Interpretacdo dos escores do California Mastitis Test (CMT) em leite de cabra.

Escore do CMT Reacio do teste Média de neutrofilos por mL
0 Sem reagao 68.000
1 Reagdo leve com tendéncia a 268.000
desaparecer
2 Grumos sem gelificacdo 800.000
3 Imediata formacao de gel 2.560.000
4 Gelificacdo e aderéncia 10.000.000

Fonte: Dados obtidos e adaptados de Chapaval (2008).
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A anélise bacteriologica do leite ¢ tradicionalmente realizada pela semeadura das
amostras de leite em meios de cultura ndo seletivos como o Agar Sangue, ¢ em meios
seletivos, como o Agar Eosina Azul de Metileno e o Agar MacConkey. Os agentes
bacterianos isolados sdo identificados por meio das caracteristicas morfoldgicas, tintoriais

e bioquimicas (EDWARDS; EWING, 1972; JANG et al., 1988; NMC, 1999a).

2.3.2.1 Micoplasmas

O diagnostico laboratorial da micoplasmose ¢ realizado pelo isolamento do agente
em meios de cultura especificos (FREUNDT, 1983) a partir de diferentes espécimes
clinicos (leite, liquido articular, sangue, fragmentos de tecidos e 6rgaos, etc.), baseado nos
sinais e sintomas clinicos dos animais ou suspeita clinica. Micoplasmas podem requerer
intervalos maiores que 10-14 dias para o crescimento em meio so6lido (WHITFORD,
1994), ou seja, um diagnodstico demorado, que prejudica em casos que necessitem a adogao
imediata de medidas de controle da disseminag¢do da doeng¢a, como ocorre em surtos.

O diagnostico sorologico tradicional ¢ baseado na realizacdo de diferentes provas,
como a inibi¢do do crescimento e do metabolismo, imunofluorescéncia e imunoperoxidase,
e os métodos mais empregados para a confirmacdo da doeng¢a sdo a Fixagdo do
Complemento e o ELISA. A identificagdo sorologica ¢ feita facilmente para Ma e Mp, no
entanto, casos de reagdo-cruzada podem ocorrer entre Ma, M. bovis e espécies que
apresentam grande similaridade genética como o grupo mycoides, causando dificuldades
na identificacdo precisa do agente etiologico (BERGONIER et al., 1997; MADANAT et
al., 2001; OIE, 2004).

A identificacdo genomica de micoplasmas de pequenos ruminantes tem sido
bastante difundida pela utilizagdo da PCR, inclusive as espécies que apresentam grande
similaridade genética, conforme descrito por Dedieu et al. (1995); Tola et al. (1997); Greco
et al. (2001); Peyraud et al. (2003); LeGrand et al. (2004); Almeida et al. (2005) e Al-
Momani et al. (2006).

Tola et al. (1997) elucidam que um fator limitante para o cultivo inclui a
acidificag@o progressiva do leite que pode reduzir a viabilidade do micoplasma, enquanto
uma alta porcentagem de bactérias cresceria em meio agar seletivo, prejudicando a
identificagdo de colonias de micoplasmas. Os autores desenvolveram uma PCR para a

deteccdo de Ma a partir do leite de ovelhas e obtiveram positividade em 175 amostras
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contra 153 no cultivo. Os resultados da PCR foram concluidos em até cinco horas,
enquanto o cultivo desprendeu 7-10 dias até a obtengdo de colonias tipicas.

Egwu et al. (2001) detectaram Mycoplasma spp. em amostras de leite pelo
isolamento em meio de cultura especifico e identificaram as espécies Ma, Mcc, M. bovis,
Mp e MmmLC pela técnica de imunofluorescéncia, confirmando a infec¢do mista em
cabras com e sem mastite clinica.

Greco et al. (2001) com a utilizagdo de dois pares de primers em uma reagio
simples de PCR (Multiplex-PCR) detectaram em uma mesma amostra de leite de cabra Ma
e espécies do grupo mycoides. Em contrapartida o cultivo realizado para a mesma amostra
ndo detectou infec¢do mista, o que pode ser explicado pelo crescimento mais rapido de
algumas espécies in vitro em prol de outras.

De La Fe et al. (2005) isolaram cepas de Mycoplasma spp. a partir de leite, secrecao
articular e auricular de caprinos em meio de cultura solido e liquido, e identificaram
diferentes espécies pela PCR com a utilizacdo de protocolos diferenciados para Ma, Mp,
MmmLC e Mcc. As espécies envolvidas foram MmmLC, Ma e M. arginini, ocorrendo
algumas vezes como infeccdes mistas em diferentes rebanhos. Pelos resultados
microbioldgicos houve um nimero menor de animais positivos quando comparados com
os resultados do ELISA para Ma e MmmLC obtidos em estudo prévio dos autores, o que
foi explicado pela excre¢do intermitente do agente, baixa sensibilidade dos testes
microbioldgicos, uso de antimicrobianos na terapia dos animais e pela alta persisténcia de
anticorpos.

Almeida et al. (2005) utilizaram protocolos e pares de primers diferenciados para a
detec¢dao de Mycoplasma spp. € Ma em leite de cabras com e sem sintomatologia clinica de
ACCO e obtiveram maior positividade para Mycoplasma spp., o que pode ser explicado
pela presenca de outras espécies de micoplasma envolvidas na ACCO diferentes de Ma.

Al-Momani et al. (2006) obtiveram culturas mistas a partir de leite de cabra com a
identificacdo de diferentes espécies, Mp, MmmLC, Mcc e Ma, pela PCR, enquanto
Contreras et al. (2008) isolaram Mycoplasma spp. a partir de amostras de leite de cabra
provenientes de tanques pelo cultivo, com a deteccdo de Ma ¢ MmmLC pelo teste de

inibi¢ao do crescimento.
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2.3.3 Diagnostico da Artrite Encefalite Caprina (CAE)

O diagnostico clinico da CAE ¢ realizado baseando-se no historico e avaliagao
fisica dos animais, sendo considerados suspeitos adultos com poliartrite e/ou mastite, assim
como filhotes que apresentem paresia progressiva. A confirmacdo pode ser realizada por
diferentes testes laboratoriais, principalmente provas soroldgicas para a detecgdo de
anticorpos como a Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA), ELISA e Western Blotting
(OIE, 2007). A detecgdo direta da presenca do virus no organismo do caprino pode ser
realizada pelo isolamento do agente etiologico em cultura celular, microscopia eletronica e
pela PCR (LARA, 20006).

A IDGA ¢ especifica, reprodutivel e de facil realizagdo, sendo o teste indicado pela
OIE. Detecta as principais proteinas do virion: “p28” e “gpl135” (OIE, 2007), sendo
amplamente utilizada como verificado nos estudos de Marchesin et al. (1998), Rutkoski et
al. (2001), Santin et al. (2002), Batista et al. (2004), Leite et al. (2004), Frota et al. (2005),
Lara et al. (2005), Gregory et al. (2006) e Birgel Junior et al. (2007).

Devido a restri¢ao da expressao génica, ou durante a fase inicial da infecgdo, varios
animais infectados pelo CAEV apresentam-se como soronegativos por periodos variados.
Nesses casos a PCR tem se apresentado como um método de diagnostico alternativo na
identificacdo de animais com sorologia negativa ou dubia, conforme demonstrado por

Marchesin et al. (1998), Rutkoski et al. (2001), Frota et al. (2005) e Gregory et al. (2006).

2.3.4 Controle e Preven¢ao da Mastite Caprina

Praticas realizadas na propriedade podem assegurar que o leite de cabra seja
produzido por animais saudaveis sob condi¢des adequadas e em equilibrio com o meio
ambiente, de modo a garantir prote¢do a saide do consumidor e impedir que animais sdos
sejam infectados, conforme estabelecido, nos Estados Unidos, pelo National Mastitis
Council (1999b) para o leite de vaca.

Dentre as medidas higiénicas e profilaticas recomendadas para a prevencao de
mastite em rebanhos caprinos estdo incluidas a identificagdo e o tratamento das cabras no
periodo seco; manejo sanitdrio do rebanho e da sala de ordenha; mao de obra sadia,

qualificada e devidamente equipada para realizar a ordenha, ou seja, com roupas adequadas
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e limpas, cabelos protegidos e unhas aparadas; as maos do ordenhador devem ser lavadas
com sabdo neutro ¢ em seguida devem receber solu¢dao antisséptica; os equipamentos €
utensilios utilizados na ordenha devem estar devidamente higienizados e desinfetados,
mantidos em local seco e arejado; deve ser feita a antissepsia de tetos antes e apos a
ordenha (MAGALHAES, 2005).

Segundo Chapaval (2007), o correto diagndstico e o monitoramento constante dos
dados sdo aspectos fundamentais de um programa de controle de mastite, a fim de definir
as areas prioritarias de acdo e as medidas a serem adotadas, tais como: tratamento de todas
as cabras no periodo seco; tratamento imediato de todos os casos clinicos; funcionamento
adequado do sistema de ordenha; correto manejo de ordenha com énfase na desinfeccao
dos tetos apos a ordenha; descarte de cabras com mastite cronica; higiene e conforto na
area de permanéncia dos animais.

O Regulamento técnico para produgdo, identidade e qualidade do leite de cabra,
contido na Instrucdo Normativa N° 37 de 31 de Outubro de 2000, determina que a
dependéncia de ordenha seja afastada de fontes de mau cheiro e/ou construgdes que
venham a causar prejuizos a obtengdo higiénica do leite, podendo ser contigua ao capril. O
piso deve ser suspenso para facilitar a drenagem e a dependéncia deve possuir
abastecimento de agua potavel em volume e pressao suficientes para a higienizacao do
local e dos equipamentos com residual maximo de cloro ativo de 2mg/L (BRASIL, 2000).

O padrao de ordenha deve ser uniforme, respeitando-se a seqiiéncia dos animais a
serem ordenhados para prevenir a disseminagdo de microrganismos causadores de mastite:
cabras sadias de primeira lactagdo; cabras sadias das sucessivas ordens de lactagdo; cabras
que ja apresentaram mastite; cabras com resultados positivos nos testes de mastite
subclinica ou com elevada CCS e cabras com sinais clinicos de mastite em tratamento
(MAGALHAES, 2005).

Segundo Brasil (2000), o leite de cabras com mastite cronica ou em tratamento
deve ser descartado, e qualquer alteracdo no estado de saude desses animais capaz de
modificar a qualidade do leite, justifica a condenacdo do produto para fins alimenticios.

Os trés primeiros jatos de leite de cada teto devem ser obrigatoriamente rejeitados e
recolhidos em recipiente adequado, de fundo escuro, com o objetivo de diagnosticar a
mastite clinica. A lavagem de tetos deve ser evitada, exceto quando estes apresentarem-se

visualmente sujos (esterco, barro, etc.). A antissepsia inicial é realizada pela imersdao dos
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tetos em solucdo antisséptica, como o iodo a 0,5-1%; hipoclorito de sédio a 0,5%;
clorexidine a 0,5% ou cloreto de benzalconio a 1% (MAGALHAES, 2005).

Apos a aplicacdo da solucdo antisséptica € realizada a secagem dos tetos com toalha
de papel individual descartavel, evitando-se a contaminacao do leite com o antisséptico e o
deslizamento das teteiras. Diferentes fatores podem ocasionar inflamacgdes no tecido
mamario, como a utilizacdo de copos de ordenhadeiras mal ajustados, velhos, sem
flexibilidade ou deixados por muito tempo nos tetos; vdcuo muito intenso ou irregular e
pulsacdes muito rdpidas ou deficientes por oscilagio de voltagem (GERMANO;
GERMANO, 1995).

A ordenha deve ser completa a fim de evitar leite residual e conseqiiente mastite
subclinica ou cronica, uma vez que o leite retido na cisterna do Ubere constitui excelente
meio de cultura, propiciando o desenvolvimento de microrganismos. Ao final da ordenha ¢
realizada a imersao completa dos tetos em solug¢ao iodoglicerinada, devido a exposi¢do do
esfincter da glandula mamaria que se encontra aberto a diferentes agentes microbianos
(MAGALHAES, 2005; CHAPAVAL, 2007).

Nos plantéis suspeitos ou positivos para Agalaxia Contagiosa dos Caprinos e
Ovinos (ACCO) ¢ fundamental separar as crias imediatamente ap6s o nascimento, evitar
contato com secregdes ¢ excretas; administrar colostro termicamente tratado de maes nao
infectadas ou de vaca; testar os animais a intervalos regulares e separar ou eliminar os
positivos; adotar a linha de ordenha e tratar os doentes em area de isolamento; manter sob
quarentena animais provenientes de outras propriedades ou regides antes de serem
incorporados ao rebanho. Em paises do Mediterraneo e do Leste Europeu a profilaxia ¢
baseada na vacina¢do dos caprinos contra Ma com vacinas vivas atenuadas ou inativadas
(BERGONIER et al., 1997), as quais ndo foram adotadas nem recomendadas até o presente
momento no Brasil.

O animal acometido pelo CAEV permanece como portador por toda a vida. O
sorodiagndstico para a identificacdo de animais infectados e a eliminagdo de soropositivos
sdo medidas importantes no controle da enfermidade, mas insuficientes. Assim como na
ACCO deve-se separar as crias imediatamente apds o nascimento; evitar contato com
secrecOes ¢ excretas; administrar colostro termicamente tratado; testar os animais a
intervalos regulares e separar ou eliminar os positivos (OIE, 2007).

No Brasil, o Regulamento Técnico do Plano Nacional de Sanidade dos Caprinos e

Ovinos (PNSCO), pela Instrucdo Normativa N° 87 da Secretaria de Defesa Agropecuaria,



40

de 10 de dezembro de 2004, foi estabelecido visando o controle ¢ a erradica¢ao de doencas
de caprinos e ovinos, como a CAE, por meio de agdes sanitarias e de vigilancia

epidemioldgica (www.agricultura.gov.br).

2.3.5 Tratamento e Implicacoes

O tratamento da mastite subclinica ndo ¢ recomendado devido ao baixo sucesso
alcangado, assim como observado na ACCO. Em casos de infecgdes recorrentes ou
cronicas, os animais devem ser substituidos ou descartados (MOTA, 2008), e na mastite
clinica as cabras devem ser tratadas com antibidticos de largo espectro, aplicados
preferencialmente pela via intramamaria, esgotando-se previamente o teto afetado
(MACIEL, 2006). Entretanto, o amplo e indiscriminado uso de antibidticos pode conduzir
ao aumento de resisténcia de microrganismos a drogas antimicrobianas, e bactérias
inerentemente resistentes podem tornar-se predominantes em uma populagdo e transferir
material genético para bactérias suscetiveis, que entao adquirem resisténcia (QUINN et al.,
2005).

O tratamento antimicrobiano em rebanhos leiteiros deve alertar para a possibilidade
de aparecimento de residuos no leite e representa risco a saude publica por provocar
reagoes alérgicas ou toxicas nos individuos que ingerem o leite contaminado. As reacdes
alérgicas se manifestam geralmente como urticérias, dermatites, rinites € asma bronquica, e
estdo associadas principalmente as penicilinas, mas tetraciclina, estreptomicina e
sulfonamidas também podem causar esse tipo de reagdo (BRITO; LANGE, 2005). Em
gestantes resultam em efeitos adversos nos fetos como a ototoxicidade e a alteragdo no
desenvolvimento 6sseo (COSTA, 1996).

Estudos de susceptibilidade in vitro de cepas de Staphylococcus spp. isoladas do
leite cru de cabras a a¢do de diferentes antimicrobianos demonstraram maior resisténcia
para antibioticos do grupo betalactimico, principalmente a penicilina (LIMA JUNIOR et
al., 1993; BOCHEV, RUSSENOVA, 2005).

Segundo Brito e Lange (2005), o principal problema para a industria de lacticinios,
decorrente de residuos de antimicrobianos no leite, é a inibicdo de culturas lacteas
sensiveis utilizadas na fabricacdo de queijos, iogurtes e outros produtos fermentados,

dificultando a obtencao destes produtos ou alterando a sua qualidade.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DE REALIZACAO DAS ANALISES LABORATORIAIS

As analises laboratoriais foram realizadas na Universidade Federal Fluminense
(UFF) nos Laboratorios de Epidemiologia Molecular e Doengas Infecciosas da Faculdade
de Veterinaria, Niteroi, RJ; Laboratorio Nacional Agropecuario (LANAGRO) / Unidade
Maracana, RJ e no Laboratorio de Biologia Animal, Setor de Bacteriologia, PESAGRO-
RIO, Niteroi, RJ.

3.2 MODALIDADE DE ESTUDO E AVALIACAO ESTATISTICA

O presente estudo foi realizado pelo método epidemioldgico observacional
transversal, e a sele¢cdo dos rebanhos feita por conveniéncia (amostragem probabilistica),
mas em cada rebanho os caprinos foram selecionados ao acaso. Os resultados obtidos
foram apresentados na forma de graficos e tabelas, pela andlise estatistica descritiva
simples, utilizando-se o programa Excel (Microsoft” Office 2003). Os dados quantitativos
foram avaliados estatisticamente pela Andlise de Variancia (ANOVA) ou t-Student, e
posterior Teste de Tukey para comparagdo entre as médias. Os dados obtidos em
freqliéncia foram analisados pelo Qui-quadrado para comparar proporgdes, conforme

Martin et al. (1994) e Thrusfield (2003).
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3.3 PROPRIEDADES, REBANHOS E SISTEMAS DE ORDENHA

Neste estudo foram utilizados espécimes clinicos de 129 cabras obtidos, de 11
propriedades, identificadas alfabeticamente de A a K, localizadas em Niterdi, Nova
Friburgo e Paracambi no Estado do Rio de Janeiro ¢ em Além Paraiba, Belmiro Braga,
Coronel Pacheco, Leopoldina e Vigosa em Minas Gerais (Tabela 6). Os rebanhos eram
constituidos de animais puros e/ou mesticos das racas Saanen e Parda Alpina (Figuras 1, 2
e 3), com ou sem sintomatologia clinica de mastite, em diferentes estagios de lactacdo e
submetidos a ordenha matinal do tipo manual (Figura 4) ou mecanica (Figura 5).

A obtenc¢do de dados especificos sobre as propriedades e os rebanhos foi realizada
pelo preenchimento de um questionario (Apéndice 9.1) pelos proprietarios de cada unidade
observacional deste estudo. Foi elaborada uma ficha (Apéndice 9.2) para a coleta de dados
de cada animal com a finalidade de facilitar o recolhimento de informagdes sobre a idade, a
raca, o numero de lactagdes, a presenca de mastite clinica ou subclinica, além de sinais

clinicos que fossem observados antes da ordenha.

Tabela 6. Distribui¢do de animais por municipios e estados, sistema de ordenha adotado

por propriedade e nimero de cabras avaliadas.

Propriedade Municipio / Estado Sistema de ordenha Cabras (n)
A Paracambi / RJ manual 7
B Coronel Pacheco / MG manual 12
C Belmiro Braga / MG mecanico 10
D Nova Friburgo / RJ mecanico 10
E Leopoldina / MG manual 10
F Além Paraiba / MG manual 10
G Além Paraiba / MG manual 10
H Leopoldina / MG manual 10
| Coronel Pacheco / MG manual 10
J Vicosa / MG mecanico 20
K Niter6i / RJ mecanico 20

TOTAL 129
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Figura 1. Cabras mesticas das racas Saanen e Parda Alpina no capril
da propriedade A, Paracambi, RJ.

Figura 2. Cabras mesticas das racas Saanen e Parda Alpina no capril
da propriedade J, Vicosa, MG.



Figura 4. Ordenha manual na propriedade A, Paracambi, RJ.
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Figura 5. Ordenha mecanica na propriedade K, Niterdi, RJ.

3.4 DETECCAO DE MASTITE CLINICA E SUBCLINICA A CAMPO
3.4.1 Teste da Caneca Telada

O diagnostico de mastite clinica foi realizado pelo exame clinico do animal, da
glandula mamaria, e retirada dos trés primeiros jatos de leite em caneca telada (Tamis),
conforme recomendado pelo National Mastitis Council (1999b) para a observagdo de

alteragdes macroscopicas do leite, como grumos, codgulos, pus, sangue e leite aquoso.

3.4.2 California Mastitis Test (CMT)

Para o diagndstico de mastite subclinica foi aplicado o CMT em cada metade
mamaria, individualmente, em bandeja apropriada, onde foram misturados 2,0 mL de
reagente (CMT — Solugdo uso veterinario, Tadabras® 0,02g de Violeta de Bromocresol e
veiculo g.s.p. 100 mL) e 2,0 mL de leite, com agitagdo em movimentos circulares,
mantendo-se a placa na horizontal durante aproximadamente 1 minuto, conforme
recomendacao do fabricante. Escores aritméticos foram atribuidos as diferentes reacdes do

CMT, determinadas pela viscosidade formada entre o reagente e o leite, sendo 0, 1,2,3 e 4
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para as reagdes negativas (sem reagdo entre o reagente e o leite), tragos (suspeita), 1+

(fracamente positiva), 2+ (positiva) e 3+ (fortemente positiva), respectivamente.

3.5 COLETA DE ESPECIMES CLINICOS

As 129 amostras de leite foram coletadas na ordenha matinal, precedida da
higienizacao e antissepsia dos tetos, os quais foram lavados com dgua e sabao neutro, secos
com papel toalha, imersos individualmente em solugdo iodada (Westfalia®), secos com
papel toalha e recebiam uma aplicagdo de alcool a 70% com o auxilio de algodao no
orificio da teta, conforme recomendado pelo National Mastitis Council (1999a). Foram
coletados, por animal, 50 mL de leite (mistura dos dois tetos) em frascos estéreis com
tampa de rosca, 250 mL de leite (mistura dos dois tetos) em frascos plasticos descartaveis,
e 5,0 mL de sangue, pela puncdo da veia jugular, utilizando-se seringa estéril. Os
espécimes clinicos foram acondicionados em caixa isotérmica com gelo e encaminhados
ao Laboratorio de Doengas Infecciosas da Faculdade de Veterinaria da UFF ¢ ao

LANAGRO / RJ, no prazo de até 24 horas.

3.6 ANALISES BACTERIOLOGICAS
3.6.1 Cultivo e isolamento

Aliquotas de 0,01 mL de cada amostra de leite foram semeadas em placas de Petri
contendo Agar Sangue (AS) ovino a 5% (base Oxoide®™) e Eosine Methylene Blue Agar
(EMB) (Difco™), promovendo-se a semeadura por estrias em toda a superficie das placas,
que eram em seguida incubadas em condicdes de aerobiose a 37°C por 24 a 48 horas
(JANG et al., 1988). A presenga de trés ou mais colonias idénticas classificava os cultivos
como bacteriologicamente positivos (DEINHOFER; PERNTHANER, 1995).

As amostras de leite também foram examinadas para a presen¢a de Mycoplasma
spp., pela inoculagao de 0,2 mL de leite em meio s6lido Hayflick modificado (FREUNDT,
1983) e 0,2 mL de leite em 2,0 mL de meio Hayflick modificado, seguido de incubacdo a
37°C por at¢ 10 dias em ambiente de microaerofilia (CONTRERAS et al., 1995) e
avaliacdo didria da presenga ou niao de colonias tipicas no formato mamilar em

microscopio estereoscopico. O restante do leite foi acondicionado em frascos individuais
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contendo glicerina a 50% (NASCIMENTO; NASCIMENTO, 1984) e estocado a —20°C

para uso na PCR.

3.6.2 Identificacdo bacteriana

Os agentes bacterianos foram identificados por meio de caracteristicas
morfologicas, tintoriais € bioquimicas. A identificacdo de cocos Gram positivos e dos
bacilos Gram negativos foi baseada nos estudos de Costa e Vernin (1955), Edwards e
Ewing (1972), Costa e Hofer (1972), Jang et al. (1988), Oliveira (1994) e National Mastitis
Council (1999a).

3.6.2.1 Coloragao pelo Método de Gram

Apos o isolamento inicial foi realizado o exame de esfregacos corados pelo método
de Gram, conforme descrito por Sobreira et al. (1982), para verificar a morfologia e a
coloracdo dos organismos isolados, separando-os em dois grupos: Gram positivos ¢ Gram
negativos.

Foi utilizada a cepa liofilizada ATCC 25923 de Staphylococcus aureus como
controle dos testes realizados para Staphylococcus spp., a qual apos ressuspensao em Brain
Heart Infusion (BHI) (Merck®), incubagio em acrobiose a 37°C por 24 horas e repique em
AS (37°C por 24 horas), formou colonias pigmentadas de coloragdo amarela e hemoliticas,
que se apresentaram como cocos Gram positivos, dispostos em cachos de uva, com os
resultados: catalase positiva, oxidase negativa, coagulase positiva, DNAse positiva e

manitol positivo.

3.6.2.2 Teste da Catalase

Cocos Gram positivos foram submetidos ao teste da catalase. O teste consistiu na
adi¢do de uma gota de solu¢do a 3% de perdxido de hidrogénio (4gua oxigenada a 10
volumes) sobre uma ldmina de microscopia contendo coldnias previamente transferidas
com auxilio de al¢a de platina. A enzima catalase presente no cultivo decompde o perdxido

de hidrogénio, liberando oxigénio, observando-se a formagao de bolhas. O teste permitiu a
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diferenciagdo entre Streptococcus spp., catalase negativos, e Staphylococcus spp. €

Micrococcus spp., catalase positivos (JANG et al., 1988; OLIVEIRA, 1994).

3.6.2.3 Teste da Oxidase

Cocos Gram positivos catalase positiva foram submetidos ao teste da oxidase, que
permite medir a produgdo de citocromo oxidase, presente em organismos aerobios capazes
de utilizar oxigénio como um receptor de hidrogénio, para que ocorra a reducdo do
oxigénio molecular a perdxido de hidrogénio. Coldnias foram espalhadas com bastdo de
vidro sobre a superficie de uma fita comercial (Probac®) para a diferenciagdo entre
Staphylococcus spp., oxidase negativo, sem alteracao da coloragdo da fita e Micrococcus
spp., oxidase positivo, com a formag¢ao de coloragdo purpura escuro (JANG et al., 1988;

OLIVEIRA, 1994).

3.6.2.4 Prova do Sal (NaCl a 6,5%) e Hidrolise da Esculina

Cocos Gram positivos catalase negativa dispostos em cadeias, foram submetidos a
prova do sal (NaCl a 6,5%) e da hidrolise da esculina para a diferenciagdo entre os géneros
Enterococcus e Streptococcus.

A prova do sal foi realizada pela inoculagdo de uma coldnia em caldo ¢ em Agar
NaCl a 6,5% (Difco”™) com o auxilio de uma alga de platina. A leitura e a interpretagio da
prova foram baseadas nas reagdes obtidas apds incubagdo a 37°C por até 24 horas, sendo a
auséncia de crescimento ou turbidez no caldo caracteristica do género Streptococcus spp.,
enquanto a mudanga na coloragdo do agar de azulado para amarelo, indicando tolerancia ao
sal, e a presenca de turbidez ou crescimento no caldo, caracteristica do género
Enterococcus (JANG et al., 1988, NMC, 1999a).

Colénias foram inoculadas em Agar Bile Esculina, seguido de incubagdo a 37°C
por 48 horas. O escurecimento do meio indica resultado positivo, como observado para o

género Enterococcus.
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3.6.2.5 Teste da Coagulase

O teste da coagulase foi utilizado para classificar as bactérias do género
Staphylococcus em coagulase positiva (patogénicas) ou coagulase negativa (NMC, 1999a).
A estafilocoagulase ¢ uma enzima de natureza protéica, capaz de coagular plasma
sangiiineo pela transformagdo de fibrinogénio em fibrina, o que propicia a protecdo da
bactéria contra a fagocitose e outras defesas do hospedeiro. A partir de cultivo por 24 horas
em AS, trés a cinco colonias de estafilococos foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 0,5 mL de plasma de coelho (Coagu Plasma Probac”) diluido em 4gua destilada
estéril, seguido de incubacdo a 37°C por até 24 horas. A leitura do teste com resultado
positivo foi representada pela presenga de coagulo gelatinoso e firme no fundo do tubo de

ensaio.

3.6.2.6 Teste da Desoxirribonuclease (DNAse)

Staphylococcus spp. foram submetidos ao teste da DNAse no qual o corante azul de
toluidina presente no 4gar DNAse, na presenca de DNA intacto, permanece azul. Quando o
DNA ¢ degradado, ocorre a mudanga de cor para o réseo ao redor das colonias. O teste foi
realizado pela transferéncia de colonias isoladas em AS para tubos de ensaio contendo 3,0
mL de BHI, seguida de incubagio a 37°C overnight. A inoculagio em agar DNAse (BBL"
DNASE Test Agar) foi feita pela imersdo de um suabe estéril no BHI e posterior
estriamento em linha tinica na superficie do adgar e incubacdo overnight (NMC, 1999a). A
leitura do teste com resultado positivo foi feita pela visualiza¢ao de halo réseo ao redor das

colonias.

3.6.2.7 Teste do Agar Manitol

O cultivo de coldnias de Staphylococcus spp. em Agar Manitol (Difco®) foi feito
para a caracterizacao bioquimica das cepas quanto a fermentacdo do carboidrato manitol,
transferindo-se colonias isoladas, pelo método de semeadura estriada, para a superficie do
Agar Manitol (Difco™) em placas de Petri. As placas inoculadas foram incubadas por até
48 horas para a interpretacdo dos resultados como positivo, pela mudanca da coloragdo do

meio de salmdo para o amarelo pela fermentacao do carboidrato; negativo, pela mudanca
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da coloragdo do meio de salmao para o violaceo, e inalterado, sem qualquer mudanga na

coloragao do meio (NMC, 1999a).

3.6.2.8 Identificagdo de Bacilos Gram Negativos

A identificagdo de Bacilos Gram Negativos (BGN) foi realizada no Laboratério de
Biologia Animal, Setor de Bacteriologia, PESAGRO-RIO. Coldnias isoladas inicialmente
em Agar EMB (Difco”) foram inoculadas em Caldo Nutriente, incubado a 37°C por 24 a
48 horas. Foram utilizados os meios seletivos Agar EMB (Teague), Agar Hektoen, Agar
Seletivo para Pseudomonas-Aeromonas (GSP), Agar Cetrimida (Pseudomonas spp.) e
Agar contendo 5% de sangue de carneiro (AS), com incubagdo a 37°C por 24 a 48 horas.

As colonias de bactérias Gram negativas foram inoculadas em meio de triagem,
Monteverde — CV (COSTA; VERNIN, 1955), seguido de incubagdo a 37°C por 24 horas
para a identificacdo presuntiva. As espécies foram identificadas de acordo com as
caracteristicas bioquimicas conforme recomendado por Costa e Hofer (1972) e Edwards e
Ewing (1972).

Foram realizados diferentes testes para a identificagdo dos isolados: Citrato (meio
Citrato de Simmons); Oxidase (tira de papel Probac®); Fermentagdo/Oxidacao (meio
Hugh-Leifson, O-F); Triptofano Desaminase (TDA); Vermelho de Metila e Voges
Proskauer (meio Clark Lubs VM-VP); Uréia; Nitrito; Indol e Motilidade em meio Sulfeto
Indol Motilidade (SIM); producdo de gas sulfidrico (H,S), fermentacdo de glicose,
sacarose e lactose, e produgio de gas em Agar Triple Sugar Irion (TSI).

Para a identificagdo das espécies de Pseudomonas spp. as cepas foram semeadas
em placas de Agar Cetrimide e sob luz ultravioleta, classificadas como grupo fluorescente

e grupo ndo fluorescente (COUTINHO, 2005).

3.6.3 Teste de susceptibilidade in vitro para Staphylococcus spp.

Das 74 cepas de Staphylococcus spp. isoladas, somente 58 foram resgatadas e
submetidas ao teste de sensibilidade antimicrobiana in vitro pelo método de difusdo em
discos (BAUER et al., 1966), sendo 56 cepas coagulase negativa e duas cepas coagulase

positiva.
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Quatro a cinco colonias idénticas foram transferidas com alga de platina para tubos
de ensaio contendo 5,0 mL de meio Mueller Hinton (Difco™), seguido de homogeneizacio
em agitador de tubos por cinco segundos e incubagdo a 37°C por 18 a 24 horas. Cada
cultura em suspensdo foi comparada a turbidez padrdo de 0,5 da escala de Mac Farland
(solugdo a 1% de cloreto de bario e 99,5 mL de acido sulfurico a 1%, 0,36N), e em seguida
um suabe estéril foi imerso na suspensao de bactérias, comprimido contras as paredes do
tubo para retirar o excesso, esfregado sobre a superficie do dgar em pelo menos trés
sentidos na superficie total da placa com agar Mueller Hinton (Merck®™). Discos de papel
de filtro impregnados com concentragdes conhecidas de agentes antimicrobianos foram
dispostos com uma pinga estéril sobre a superficie do agar, com espacamento de 24 mm
entre 0s mesmos, € as placas incubadas a 37°C por até 24 horas.

Um total de 16 antimicrobianos (Identifar™ e Sensifar™) foram testados: amoxicilina
(10mcg), ampicilina (10mcg), cefalexina (30mcg), cefotaxima (30mcg), ciprofloxacina
(5mcg), doxiciclina (30mcg), enrofloxacina (5Smcg), eritromicina (15mcg), fosfomicina
(200mcg), gentamicina (10mcg), norfloxacina (10mcg), novobiocina (5mcg), oxacilina
(1mcg), penicilina (10 UI), sulfametoxazol / trimetoprim (25mcg) e tetraciclina (30mcg). A
leitura foi realizada medindo-se o diametro, em milimetros, dos halos de inibi¢ao de
crescimento das colonias bacterianas, e as cepas classificadas como: resistentes,

intermediarias ou sensiveis.

3.7 ANALISE MOLECULAR

3.7.1 PCR para Mycoplasma spp. e M. mycoides cluster

A extracdo de DNA de cada amostra de leite foi realizada pelo método de
fenol/cloroférmio, baseada em Sambrook et al. (1989). Apos a extragdo, o DNA foi
concentrado em alcool etilico (ZEUGIN; HARTLEY; 1985), centrifugado, e o sedimento
ressuspendido em tampao Tris-EDTA pH 8,3 (SAMBROOK et al., 1989) e estocado a —
20°C para uso na PCR.

A reacdo de amplificacdo do DNA (Quadro 2) foi realizada em termociclador PTC-
100 (PELTIER-EFECT CYCLING-MIJ Research, Inc.) com a programagao: 94°C por 5
minutos; 40 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, pareamento a 55°C por 1

minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos; 4°C por 5 minutos para o género Mycoplasma
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(ALMEIDA et al., 2007), e para M. mycoides cluster 96°C por 3 minutos; 33 ciclos com
desnaturagdao a 96°C por 30 segundos, pareamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a
72°C por 1 minuto; 72°C por 5 minutos e 4°C por 5 minutos, conforme Persson et al.
(1999) com adaptagdes para o numero de ciclos, temperatura e tempo. Cada tubo de reagdo
continha: 59uL de agua para PCR, 10uL de Tampao PCR 10X, 5uL de MgCl,, SuL de
dNTPmix (0,25 Mm de cada), 2uL de cada primer (Prodimol Biotecnologia S/A) — para
Mycoplasma spp. foram testados dois pares de primers: GPO-1 (5°- ACT CCT ACG GGA
GGC AGC AGT A -3") e MGSO (5°- TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC -
3") para a reproducdo de amplicons de 715pb; GPO-3 (5'- GGG AGC AAA CAG GAT
TAG ATA CCC T -3") e MGSO para a reproducdo de amplicons de 270pb (KUPPEVELD
et al., 1992), e para M. mycoides cluster: F-REAP (5'-GAA ACG AAA GAT AAT ACC
GCA TGT AG-3") e R-REAP (5°-CCA CTT GTG CGG GTC CCC GTC-3") para a
reproducao de amplicons de 785pb (PERSSON et al., 1999; LeGRAND et al., 2004)
(Quadro 3) ; 2uL de Taq Polimerase (1U/uL), 15uL de DNA extraido em TE, com um
volume final de 100uL, sobrepostos por duas gotas de 6leo mineral estéril.

Como controles positivos da PCR foram utilizadas as cepas ATCC de Ma GM139 e
MmmLC, e como controle negativo, dgua para PCR. Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (SAMBROOK et al., 1989) e a visualizagdo
de amplicons feita em transiluminador. O gel foi fotografado para a comprovagdo dos

resultados obtidos.

Quadro 2. Programas das PCR para Mycoplasma spp. € M. mycoides cluster.

PCR Programa Referéncia
Mycoplasma spp. 94°C /5 min Kuppeveld et al. (1992)
40 ciclos: 94°C/ 1 min
55°C/ 1 min
72°C /2 min
4°C /5 min
M. mycoides cluster 96°C /3 min Persson et al. (1999); LeGrand

et al. (2004) com adaptacdes
33 ciclos: 96°C /30 seg

60°C /30 seg
72°C /1 min
72°C /5 min
4°C/ 5 min
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Quadro 3. Primers utilizados na PCR para Mycoplasma spp. € M. mycoides cluster com

suas respectivas seqiiéncias de nucleotideos, tamanho do produto amplificado e

referéncias.
Primer Seqiiéncia de nucleotideos Produto Referéncia
(pb)
GPO-1 5'- ACT CCT ACG GGA GGC AGCAGTA -3 Kuppeveld et al.
MGSO 5-TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC -3° 715 (1992)
GPO-3 5°- GGG AGC AAA CAGGATTAG ATACCCT -3 Kuppeveld et al.
MGSO 5'- TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC -3 270 (1992)
F-REAP 5'-GAA ACG AAA GAT AAT ACC GCA TGT AG-3° Persson et al.
R-REAP 5'-CCA CTT GTG CGG GTC CCC GTC-3' 785 (1999); LeGrand

et al. (2004)

3.8 ANALISE SOROLOGICA PARA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAE)

As amostras de sangue foram dessoradas em temperatura ambiente e/ou
centrifugadas (20.000Xg) por cinco minutos, quando necessario, para a obtencao final dos
soros, os quais foram armazenados a -20°C até o momento de uso. Os soros foram
submetidos ao teste de IDGA para a presenca do CAEV pela utilizagdo de kit comercial
(Kit Biovetech®, Recife, PE), a fim de detectar anticorpos antip28 em soros de cabras. A
escolha do Kit de IDGA com antigeno preparado a partir do CAEV foi baseada no estudo
de Abreu et al. (1998) que observaram maior sensibilidade comparada ao antigeno de

Maedi-Visna.

3.8.1 IDGA para detec¢iao de CAE

O frasco com agarose (pertencente ao kit) foi aquecido em microondas até total
dissolucdo da mesma. Com a utilizagdo de pipeta de 20 mL pré-aquecida, foram
distribuidos 14 mL de agarose em placa de Petri de 90 mm de didmetro, colocada em

posicao horizontal. Apés a completa solidificacdo da agarose, a mesma foi perfurada com
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um cortador de sete cavidades, de 4 mm de didmetro e 3 mm de distincia entre as bordas,
sendo uma central e seis periféricas eqliidistantes.

Os reagentes (antigeno e soro controle positivo antiCAEV) foram levemente
homogeneizados com movimentos circulares e distribuidos de acordo com a seqiiéncia: nas
seis cavidades periféricas, de maneira alternada, 20uL do soro teste e 20 uL do controle
positivo; e 20 pL do antigeno (Ag) na cavidade central. Apos a distribuicao dos reagentes
as placas de Petri foram incubadas em atmosfera imida a aproximadamente 25°C, por até
72 horas ¢ a leitura definitiva dos resultados foi feita ap6s 72 horas de incubagdo, pela
observagao das placas sobre um fundo preto, com o auxilio de uma fonte luminosa.

As reagoes foram avaliadas pela presenca de linhas de identidade com a linha de
precipitacdo, obtida entre o0 Ag e o soro controle positivo, € o tipo de reag¢do variou com a
concentragdo da amostra testada. A linha formada com o controle positivo serviu de base
para a leitura do teste, estabelecendo-se as possibilidades a seguir.

e Reacdo negativa: as linhas formadas entre o Ag e o soro controle positivo dirigem-

se para a cavidade onde se encontram as amostras testadas;

e Reacdo positiva: as linhas formadas entre o Ag e o soro controle positivo fundem-

se com aquelas formadas pelas amostras testadas e formam uma linha continua de
identidade total;

e Reacdo fraca positiva: a linha de precipitacdo tende a se formar mais proximo da

cavidade onde se encontra a amostra que esta sendo testada;

e Linhas inespecificas: a rea¢do inespecifica ndo forma uma linha continua com as do

controle. Sdo formadas por outras reagdes entre Ag e anticorpo que ndo aquela

especifica para CAE.

3.9 ANALISES FISICO-QUIMICAS

As andlises fisico-quimicas de 119 amostras de leite de cabra foram realizadas no
Laboratorio Nacional Agropecuario — LANAGRO / Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento / RJ. Os parametros fisico-quimicos foram determinados segundo os
Meétodos Analiticos Oficiais Fisico-Quimicos para o Controle de Leite e Produtos Lacteos
(BRASIL, 1981; 2003) e Instru¢do Normativa n° 37 de 31 de Outubro de 2000,
Regulamento Técnico de Producdo, Identidade e Qualidade do Leite de Cabra (BRASIL,
2000).
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3.9.1 Determinacao da Acidez Titulavel

A acidez foi determinada conforme Brasil (1981) pela titulagdo de 10,0mL de leite
por uma solugdo alcalina de concentragdo conhecida (NaOH 0,1N), utilizando-se como

indicador a fenolftaleina. O resultado foi expresso em graus Dornic (°D).

3.9.2 Determinac¢ao da Gordura

Para a determinacdo da gordura (g/100mL) foi utilizado o Método Butirométrico
para Leite Fluido (BRASIL, 1981) que tem como principio o ataque seletivo da matéria
organica por meio de acido sulfurico, com excecdo da gordura que serd separada por
centrifugacdo, auxiliada pelo &lcool amilico, que modifica a tensdo superficial. A

porcentagem de gordura foi lida diretamente no butirometro de Gerber.

3.9.3 Determinacio da Caseina

A dosificagdo da proteina precipitada em caseina foi realizada pelo Método do

Formol ou Sorensen-Walker modificado (SANTOS, 1952).

3.9.4 Determinacao de Cloretos

A determinag@o de cloretos foi realizada pelo Método Mercurométrico (BRASIL,

1981).

3.9.5 Determinacio do Extrato Seco Total (EST)

O Extrato Seco Total (EST) foi determinado pelo Método do Disco de Ackerman
por meio dos valores de densidade e do teor de gordura (BRASIL, 1981). O equipamento
permite fazer coincidir as graduagdes dos circulos interno e médio, correspondentes a
densidade corrigida e a porcentagem de gordura, e a posicdo da seta indica no circulo
externo a porcentagem de EST. Para base de calculos foi utilizada a formula pratica a

seguir.
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Féormula: G/5 +D/4 G + 0,26
Onde:

D = densidade
G =% gordura

3.9.6 Determinacio do Extrato Seco Desengordurado (ESD)

A porcentagem de Extrato Seco Desengordurado (ESD) foi obtida subtraindo da
porcentagem de EST a porcentagem de gordura da amostra (BRASIL, 1981).

3.9.7 Determinacio do indice Crioscépico
O indice crioscopico ou ponto de congelamento foi determinado em aparelho

eletronico Advanced Digmatic Milk Cryoscopic 4DII, conforme as instru¢des contidas no

manual do aparelho, e os resultados foram expressos em escala de graus Hortvet (°H).

3.9.8 Determinacao da Densidade

A densidade a 15°C foi determinada em aparelho eletronico modelo “Density DMA

48 Density Meter AP PAAP”, conforme instru¢des do manual do aparelho.

3.9.9 Determinacio da Lactose

A lactose foi determinada pelo Método Lane-Eynon (BRASIL, 2003), pela redugao

dos ions cupricos a ions cuprosos pelo agticar redutor em meio alcalino, a quente.



4 RESULTADOS

4.1 MASTITE CLINICA E SUBCLINICA A CAMPO

A prevaléncia de mastite clinica pelo teste da Caneca Telada foi de 3,1% (4/129).
As prevaléncias de mastite subclinica pelo CMT e pelo exame bacteriologico foram de

5,4% (7/129) e 57,4% (74/129), respectivamente, conforme observado na tabela 7.

Tabela 7. Positividade nos exames da Caneca Telada, California Mastitis Test (CMT) e
Bacteriologico, a partir de 129 amostras de leite de cabra in natura, de 11 propriedades, nos

Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro.

Caneca Telada CMT Bacteriologico
n Positivo % n Positivo % n Positivo %
129 4 3,1 129 7 5.4 129 74 57,4

n: numero de amostras examinadas

%: porcentagem de amostras positivas
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4.2 ANALISES BACTERIOLOGICAS

4.2.1 Cultivo, isolamento e identificacdo bacteriana

Os cultivos foram classificados como bacteriologicamente positivos pela presenca
de trés ou mais colonias idénticas (DEINHOFER; PERNTHANER, 1995) (Figura 6), as
quais foram identificadas como Gram positivas ou Gram negativas (Figuras 7 e 8).

Das 129 amostras de leite de cabra 57,4% (74/129) foram consideradas
bacteriologicamente positivas e em 42,6% (55/129) ndo houve isolamento de agentes

bacterianos (Figura 9).
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Figura 6. Colonias de bactérias de coloragdo cinza em
meio agar sangue ovino a 5%.



Figura 7. Cocos Gram positivos corados pelo método de Gram a
partir do cultivo de amostra de leite de cabra.
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Figura 8. Bacilos Gram negativos corados pelo método de Gram a
partir do cultivo de amostra de leite de cabra.
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42,6%

g Amostras de leite de cabra negativas no cultivo
m Amostras de leite de cabra positivas no cultivo

Figura 9. Freqiiéncia das amostras de leite de cabra positivas e
negativas no cultivo.

Foram isoladas 101 cepas bacterianas a partir de 129 amostras de leite de cabra in
natura, sendo mais freqiiente Staphylococcus spp. 73,3% (74/101), seguido de bastdes
Gram positivos 9,9% (10/101), Streptococcus spp. 5,9% (6/101), Proteus vulgaris 2,9%
(3/101), Pseudomonas spp. 2,9% (3/101), Escherichia coli 1,9% (2/101), Klebsiella spp.
1,9% (2/101) e Enterococcus spp. 0,9% (1/101) (Figura 10). Nao houve isolamento de
Mycoplasma spp.

Das cepas de Staphylococcus spp. 97,3% (72/74) foram coagulase negativa, sendo
44,4% (32/72) hemoliticas e 55,6% (40/72) ndo hemoliticas, e 2,7% (2/74) foram cepas
hemoliticas e coagulase positiva (Figura 11).

No teste da caneca telada em 50,0% (2/4) das amostras de leite provenientes de
cabras com mastite clinica foram isoladas cepas de Staphylococcus coagulase negativa e
em 50,0% (2/4) foi obtido resultado negativo no cultivo.

Nao houve diferenca estatistica significativa pelo teste Qui-quadrado de Fisher

(p>0,05) entre o sistema de ordenha adotado e a positividade para o exame bacterioldgico

(Tabela 8).



42,6%

73%
0,9%
1,9%
1,9%
1,9%
2,9%
2,9%
5,9%
O SCN g BGP O Streptococcus spp.
B Proteus vulgaris B Pseudomonas spp. B Escherichia coli
B Klebsiella spp. m SCP .
B Cultivo negativo nierococcus spp.

Figura 10. Freqiiéncia das 101 cepas bacterianas isoladas a partir de 129
amostras de leite de cabra in natura.

(2,7%

44,4%

55,6%

@ Staphylococcus hemolitico coagulase positiva

O Staphylococcus hemolitico coagulase negativa

O Staphylococcus nao hemolitico coagulase negativa

Figura 11. Freqiiéncia de Staphylococcus hemoliticos e nao-
hemoliticos, coagulase positiva e negativa, isolados em leite de cabras.
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Tabela 8. Positividade no exame bacteriologico por sistema de ordenha em caprinos

leiteiros de rebanhos dos Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro.

Sistema de ordenha Bacteriologico Bacteriologico Total
Positivo Negativo
Manual 40 29 69
Mecéanico 34 26 60
Total 74 55 129

Qui-quadrado de Fisher (p>0,05).

Para os escores > 2+ no CMT foram isolados diferentes patogenos bacterianos:
Staphylococcus coagulase negativa, bacilos Gram positivos, Proteus vulgaris e
Pseudomonas spp. Das sete amostras de leite com escores > 2+, uma ndo apresentou
crescimento bacteriano (Tabela 9). Para as reacdes negativas, tracos e 1+ no CMT, 52,7%
(68/129) das amostras foram bacteriologicamente positivas (Tabela 10).

Pela analise da sensibilidade, especificidade e valores preditivos do CMT em
relagdo ao exame bacteriologico (Tabela 10), foi observada uma sensibilidade baixa (8,1%)
no CMT, o que elevou o valor preditivo positivo (85,7%) pela diminui¢cdo do nimero de
falso-positivos. Desta forma, o resultado positivo no CMT foi constituido por animais
verdadeiramente positivos, o que caracterizou a eficiéncia do teste quando considerados os
escores 2+ e 3+ em relagdo ao cultivo positivo. Conseqiientemente, os resultados negativos
no CMT, em sua maioria, 52,7% (68/129), foram falso-negativos.

O diagnostico da mastite subclinica pelo CMT e pelo exame bacteriologico (Padrao
Ouro) diferiu de forma significativa (p<0,05) pela andlise estatistica de Qui-quadrado de

McNemar (Tabela 10).



Tabela 9. Bactérias isoladas no leite de cabra in natura de 11 rebanhos dos Estados de
Minas Gerais ¢ do Rio de Janeiro em relacao aos escores do California Mastitis Test

(CMT).

63

Escores do CMT

Bactérias Negativo  Traco 1+ 2+ 3+  Total
SCN 55 4 8 2 3 72
Bacilos Gram positivos 9 0 0 1 0 10
Streptococcus spp. 5 0 1 0 0 6
Proteus vulgaris 2 0 0 1 0 3
Pseudomonas spp. 2 0 0 1 0 3
Escherichia coli 1 0 0 1 0 2
Klebsiella spp. 2 0 0 0 0 2
SCP 1 1 0 0 0 2
Enterococcus spp. 1 0 0 0 0 1
Cultivo negativo 48 6 0 0 1 55
Total 126 11 9 6 4 156

SCN = Staphylococcus coagulase negativa

SCP = Staphylococcus coagulase positiva

Tabela 10. Sensibilidade, especificidade e valores preditivos do California Mastitis Test
(CMT) em relacdo ao exame bacteriologico (Padrao Ouro) de 129 amostras de leite de

cabra in natura, de 11 rebanhos dos Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro.

Bacteriologico Bacteriologico
positivo negativo Total
CMT positivo 6 (4,7%) 1 (0,8%) 7 (5,0%)
CMT negativo 68 (52,7%) 54 (41,9%) 122 (95,0%)
Total 74 (57,4%) 55 (42,6%) 129 (100%)

Qui-quadrado de McNemar (p < 0,05)
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4.2.2 Teste de susceptibilidade in vitro para Staphylococcus spp.

A resisténcia antimicrobiana obtida para as cepas de Staphylococcus coagulase
negativa (Tabela 11) foi 55,4% (31/56) para ampicilina, 51,8% (29/56) para penicilina,
46,4% (26/56) para amoxicilina, 14,3% (8/56) para fosfomicina, 10,7% (6/56) para
tetraciclina, 7,1% (4/56) para novobiocina, 5,4% (3/56) para doxiciclina, 3,6% (2/56) para
oxacilina e eritromicina, 1,8% (1/56) para cefalexina, enrofloxacina, norfloxacina,
sulfametoxazol/trimetoprim e ciprofloxacina e 0% (0/56) para gentamicina e cefotaxima.
Das cepas isoladas em 10 dos 11 rebanhos estudados, a maior taxa de resisténcia

antimicrobiana in vitro foi verificada para ampicilina, penicilina e amoxicilina.

Tabela 11. Susceptibilidade a antimicrobianos das 56 cepas Staphylococcus spp.
coagulase negativa isoladas de 129 amostras de leite de cabra in natura, de 11 rebanhos

dos Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro.

Antimicrobianos Nimero de amostras (%)
Resistente Intermediaria Sensivel
Ampicilina 31(55,4) 0(0) 25 (44,6)
Penicilina 29 (51,8) 0(0) 27 (48,2)
Amoxicilina 26 (46,4) 0(0) 30 (53,6)
Fosfomicina 8 (14,3) 2(3,6) 46 (82,1)
Tetraciclina 6 (10,7) 2(3,6) 48 (85,7)
Novobiocina 4(7,1) 11 (19,6) 41 (73,2)
Doxiciclina 3(5,4) 2(3,6) 51 (91,1)
Oxacilina 2(3,6) 2(3,6) 52(92,9)
Eritromicina 2(3,6) 14 (25,0) 40 (71,4)
Cefalexina 1(1,8) 0(0) 55(98,2)
Enrofloxacina 1(1,8) 1(1,8) 54 (96,4)
Norfloxacina 1(1,8) 0(0) 55(98.2)
Sulfametoxazol/Trimetoprim 1 (1,8) 5(8,9) 50 (89,3)
Ciprofloxacina 1 (1,8) 0(0) 55(98,2)
Gentamicina 0(0) 0(0) 56 (100)

Cefotaxima 0 (0) 8 (14,3) 48 (85,7)




65

Das 56 cepas coagulase negativa, 42,9% (24/56) apresentaram resisténcia a pelo
menos trés antimicrobianos e 12,5% (7/56) foram 100% (56/56) sensiveis a gentamicina
(Tabela 11). Das duas cepas coagulase positivas isoladas de propriedades distintas, uma
apresentou resisténcia multipla a seis antibioticos testados: ampicilina, penicilina,
oxacilina, amoxicilina, fosfomicina e cefalexina, enquanto a outra cepa foi resistente a

tetraciclina e amoxicilina.

4.3 ANALISE MOLECULAR

4.3.1 PCR para Mycoplasma spp. e M. mycoides cluster

As 129 amostras de leite de cabra foram negativas na PCR para Mycoplasma spp.
com a utilizacdo dos pares de primers GPO-1 e MGSO, GPO-3 e MGSO, e para M.
mycoides cluster com o par de primers F-REAP e R-REAP. A cepa padrao de Ma GM139
gerou amplicon de 715pb com o par de primers GPO-1 e MGSO (Figura 12), e amplicon
de 270pb com o par de primers MGSO e GPO-3 (Figura 13). A cepa de M. mycoides LC
gerou amplicon de 785pb com o par de primers F-REAP e R-REAP (Figura 14).

715pb

500pb

9 10 11 12 13 14 15 16 17 (-)

Figura 12. M: Ladder 100pb; (+): cepa de referéncia M.
agalactiae GM139; 1 ao 17: DNA de amostras de leite de
cabra; (-): controle negativo: agua para PCR.
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o «—— 270pb

Figura 13. M: Ladder 100pb; 1 ao 20: DNA de amostras de leite de
cabra; A: cepa de referéncia M. agalactiae GM139; B: cepa de
referéncia M. mycoides LC.

M (+) 60 61 62 63 64 65 (-)
785pb

500pb

M 66 67 68 69 70 71

Figura 14. M: Ladder 100pb; (+):cepa de referéncia M. mycoides
LC; 60 ao 71: DNA de amostras de leite; (-) controle negativo:
agua para PCR.
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4.4 ANALISE SOROLOGICA PARA DETECCAO DE CAE

Dos rebanhos estudados, 72,7% (8/11) apresentaram pelo menos um animal
soropositivo (Figura 15), sendo de 24,0% (31/129) a prevaléncia encontrada para CAE.
Nao foram observados sintomas clinicos de mastite ou artrite nos animais soropositivos.
No rebanho A, 28,6% (2/7) dos animais foram positivos para CAE, no C 100% (10/10), no
D 70% (7/10), nos rebanhos F e J 30% (3/10), G e H 10% (1/10), e nos rebanhos B, E ¢ K

todos os caprinos foram soronegativos (Tabela 12).

Tabela 12. Positividade para CAE em 11 rebanhos caprinos leiteiros dos Estados de

Minas Gerais e do Rio de Janeiro pela Imunodifusao em Gel de Agarose (IDGA).

PROPRIEDADES n ANIMALIS POSITIVOS (%)
A 7 2(28,6)
B 12 0(0)
C 10 10 (100)
D 10 7 (70,0)
E 10 0(0)

F 10 3 (30,0)
G 10 1 (10,0)
H 10 1 (10,0)
I 10 1(10,0)
J 20 3(30,0)
K 20 0 (0)
Total 129 31 (24,0)

n: numero de cabras testados
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Figura 15. Linha de precipitagdo continua assinalada por seta
indicando soropositividade para CAE no teste de Imunodifusdo em
Gel de Agarose (IDGA).

Houve diferenga significativa pelo Qui-quadrado de Fisher (p<0,05) entre o sistema
de ordenha e a positividade para CAE (Tabela 13), sendo o risco (odds ratio) para CAE 4,7
vezes maior (intervalo de confianca: 1,922 a 11,687) para as cabras ordenhadas
mecanicamente do que as ordenhadas manualmente.

Nao houve diferenca significativa pelo Qui-quadrado de Fisher (p>0,05) entre o

CMT e a positividade para CAE (Tabela 14).

Tabela 13. Positividade na IDGA para CAE por sistema de ordenha em caprinos leiteiros

de 11 rebanhos dos Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro.

Sistema de ordenha CAE positivo CAE negativo Total
Mecénico 23 37 60
Manual 8 61 69
Total 31 98 129

Qui-quadrado de Fisher (p<0,05).
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Tabela 14. Positividade na IDGA para CAE em relagdo ao CMT em caprinos leiteiros de

11 rebanhos dos Estados de Minas Gerais € do Rio de Janeiro.

Animais CMT positivo CMT negativo Total
CAE positivo 3 28 31
CAE negativo 4 94 98

Total 7 122 129

Qui-quadrado de Fisher (p>0,05)

4.5 ANALISES FISICO-QUIMICAS

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos do leite de cabra estdo
representados na tabela 15. Os parametros acidez, caseina, cloretos, densidade, ESD, EST,
gordura, indice crioscopico e lactose diferiram significativamente (p<0,05) entre os
rebanhos caprinos leiteiros estudados pela ANOVA (Tabelas 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23
e 24) e dentre os rebanhos pela analise de Tukey-Kramer (Tabela 25).

4.5.1 Acidez Titulavel

O valor médio geral de acidez foi de 15,6°D (Tabela 15). O padrao fixado pela
legislacao brasileira para o parametro acidez do leite de cabra ¢ de 13°D a 18°D (BRASIL,
2000). Todos os rebanhos apresentaram valores dentro do estabelecido, exceto o rebanho K
com um valor médio de 19,48°D. Os valores minimo ¢ maximo obtidos foram 9,75 e
27,6°D, respectivamente (Tabela 16).

Das amostras analisadas 9,2% (11/119) apresentaram acidez superior a 18°D, e
destas 81,8% (9/11) tinham pelo menos um agente bacteriano, 18,2% (2/11) com a
associacdo de pelo menos um agente bacteriano e cabras soropositivas para CAEV e 27,3%
(3/11) nao apresentaram qualquer agente infeccioso (Figura 16). No entanto, ndo houve
diferenca estatistica significativa pelo teste t-Student (p>0,05) para o parametro acidez no
leite em relagdo a positividade no exame bacterioldégico (Tabela 26) ou para cabras

infectadas por CAEV (Tabela 27).
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Agente Agente Auséncia de
bacteriano bacteriano bactérias ou
+ CAEV CAEV

Figura 16. Freqiiéncia de amostras de leite de cabra in natura com o teor
de acidez superior a 18°D em relacdo a presenga ou auséncia de agentes
infecciosos.

4.5.2 Gordura

A média obtida para a gordura no leite de cabra in natura foi inferior a 2,9% em
63,6% (7/11) dos rebanhos, com teor médio geral de 2,6%. A gordura foi o componente
com maior variacao, com amplitude de 1,0 % a 6,7% (Tabela 17).

Neste estudo foi observado que 71,4% (85/119) das amostras de leite de cabra
apresentaram teor de gordura inferior a 2,9% e destas, 56,5% (48/85) com a presenca de
pelo menos um tipo de patdgeno bacteriano, 10,6% (9/85) cabras soropositivas para CAEV
sem isolamento bacteriano, 12,9% (11/85) cabras com isolamento bacteriano e
soropositivas para CAEV e 31,8% (27/85) sem a presenga de agentes bacterianos ou
CAEYV (Figura 17).

Nao houve diferenca estatistica significativa pelo teste t-Student (p>0,05) para o
parametro gordura no leite em relagdo a positividade no exame bacteriologico (Tabela 26)

ou para cabras infectadas por CAEV (Tabela 27).
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bacteriano Bacteriano bactérias ou
+ CAEV CAEV

Figura 17. Freqiiéncia de amostras de leite de cabra in natura com o teor
de gordura inferior a 2,9% em relag@o a presenga ou auséncia de agentes
infecciosos.

4.5.3 Caseina

O valor médio geral referente a proteina em caseina no leite caprino foi de 2,44%
(Tabela 15), e os valores minimo e maximo foram de 1,78% e 3,47%, respectivamente
(Tabela 18). Nao houve diferenga estatistica significativa pelo teste t-Student (p>0,05) para
0 parametro caseina no leite em relagdo a positividade no exame bacterioldgico (Tabela

26) ou para cabras infectadas por CAEV (Tabela 27).

4.5.4 Cloretos

O valor médio geral obtido para cloretos no leite de cabra in natura foi de 0,25%
(Tabela 15), com amplitude de 0,10% a 0,80% (Tabela 19).

Nao houve diferenca estatistica significativa pelo teste t-Student (p>0,05) para o
teor de cloretos no leite em relagdo a positividade no exame bacteriologico (Tabela 26), no
entanto foram obtidos valores significativamente menores (p<0,05) para cabras infectadas

por CAEV (Tabela 27).
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4.5.5 Extrato Seco Total (EST)

Na analise do EST o valor médio foi de 10,82% (Tabela 15), com variacao de 8,16
a 15,35% (Tabela 20). Nao houve diferenca estatistica significativa pelo teste t-Student
(p>0,05) para os valores de EST em relacdo a positividade no exame bacteriologico

(Tabela 26) ou para cabras infectadas por CAEV (Tabela 27).

4.5.6 Extrato Seco Desengordurado (ESD)

Os rebanhos A, E, F, G e H ndo atingiram o minimo de ESD (8,2%) exigido pela
legislacao (BRASIL, 2000), com os valores médios de 7,97%, 7,95%, 8,12%, 8,10% e
7,49%, respectivamente. O valor médio geral calculado para o ESD foi de 8,19% (Tabela
15), com variagdes de 6,29% a 9,31% (Tabela 21).

Nao houve diferenca estatistica significativa pelo teste t-Student (p>0,05) para o
ESD no leite em relacdo a positividade no exame bacterioldgico (Tabela 26) ou para cabras

infectadas por CAEV (Tabela 27).

4.5.7 indice Crioscopico

A média geral do ponto de congelamento (indice crioscopico) determinado
eletronicamente foi de -0,571°H (Tabela 15), com variagao de -0,545 a -0,613°H (Tabela
22).

Nao houve diferenca estatistica significativa pelo teste t-Student (p>0,05) para o
indice crioscopico do leite em relacao a positividade no exame bacterioldgico (Tabela 26),
no entanto, os valores para cabras infectadas por CAEV foram significativamente maiores

(p<0,05) (Tabela 27).

4.5.8 Densidade

O valor médio observado para densidade a 15°C foi de 1029,7g/L (Tabela 15), com
variagdo de 1025,7 a 1034,2g/L (Tabela 23). Nao houve diferenca estatistica significativa
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pelo teste t-Student (p>0,05) para a densidade do leite em relagdo a positividade no exame

bacteriologico (Tabela 26) ou para cabras infectadas por CAEV (Tabela 27).

4.5.9 Lactose

Todos os rebanhos atenderam o limite (4,3%) estabelecido para lactose no leite
caprino (BRASIL, 2000), exceto o rebanho A com o valor de 4,05%. O valor médio geral
foi de 4,9% (Tabela 15), com variagdes de 3,53% a 5,86% (Tabela 24).

Neste estudo 9,24% (11/119) das amostras de leite apresentaram teor de lactose
inferior a 4,3% e destas, 54,5% (6/11) com a presenca de pelo menos um tipo de patégeno
bacteriano, 18,2% (2/11) cabras infectadas por CAEV e sem isolamento bacteriano, 9,09%
(1/11) cabras com isolamento bacteriano positivas para CAE e 27,3% (3/11) sem a
presencga de agentes bacterianos ou CAEV (Figura 18).

Pela analise estatistica t-Student ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para os
valores de lactose no leite em relacdo a positividade no exame bacteriologico (Tabela 26),
no entanto, os valores obtidos para lactose foram significativamente menores (p<0,05) para

cabras infectadas por CAEV (Tabela 27).

60% 1
50% 1
40% 1
30% 1
20% 1
10% 1

0% -

Agente CAEV Agente Sem
bacteriano bacteriano  bactérias ou

+ CAEV  CAEV

Figura 18. Freqiiéncia de amostras de leite de cabra in natura com o
teor de lactose inferior a 4,3% em relacdo a presenga ou auséncia de
agentes infecciosos.
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Tabela 15 — Valores médios dos parametros fisico-quimicos do leite de cabra por rebanho,

em 11 propriedades dos Estados de Minas Gerais ¢ do Rio de Janeiro.

Médias dos Parametros Fisico-Quimicos

Rebanhos Acidez Caseina G* D** IC Cloreto EST ESD  Lactose
A 17,47 2,32 32 1028,3 -0,564 0,21 11,17 7,97 4,05
B 15,35 2,65 3,6 10304 -0,575 0,69 12,15 8,51 5,18
C 13 2,45 2,7 1029,6 -0,575 0,22 10,93 8,23 4,71
D 16,26 2,43 3,3 1030,3 -0,593 0,24 11,72 85 5,05
E 13,54 2,25 1,9 1030  -0,561 0,25 9,87 7,95 5,08
F 13,56 2,32 2,2 1029,6 -0,578 0,21 10,36 8,12 4,44
G 14,24 2,24 24 1029,4 -0,565 0,19 10,51 8,1 4,96
H 14,38 2,19 1,6 1027,6 -0,558 0,22 9,13 7,49 5,02
I 17,34 2,56 2,8 1030  -0,569 0,2 11,09 8,33 5,35
J 17,06 2,61 2,2 1030,2 -0,574 0,15 10,46 8,26 5,31
K 19,48 2,78 2,9 1031,3 oAk 0,12 11,68 8,69 4,85
Geral 15,61 2,44 2,62 1029,7 -0,571 0,25 10,82 8,19 4,91
*G: Gordura

**D: Densidade

IC: indice Crioscopico (°H)
EST: Extrato Seco Total

ESD: Extrato Seco Desengordurado

*** Analise ndo realizada

Tabela 16. Valores para acidez do leite caprino em 11 rebanhos dos Estados de Minas

Gerais e do Rio de Janeiro.

Amplitude
Rebanho n Minimo — maximo Desvio padrio Mediana Média
A 7 11,74 — 22,58 3,32 17,61 17,47
B 12 11,80 — 18,99 2,04 15,40 15,35
C 10 9,75 - 15,39 1,93 13,60 13,00
D 10 15,39 - 17,96 0,84 16,16 16,27
E 10 10,60 — 16,50 1,84 13,85 13,54
F 10 11,20 — 15,50 1,63 14,10 13,56
G 10 12,47 - 17,27 1,32 14,15 14,25
H 10 12,47 -17,71 1,68 14,15 14,38
I 10 15,67 — 19,72 1,52 17,94 17,34
J 20 12,42 — 20,54 2,21 17,68 17,05
K 10 14,54 — 27,61 4,27 18,89 19,48

n: nimero de amostras.



Tabela 17. Valores para gordura do leite caprino em 11 rebanhos dos Estados de Minas

Gerais e do Rio de Janeiro.
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Amplitude
Rebanho n Minimo — maximo Desvio padrio Mediana Média
A 7 2,70 — 3,60 0,30 3,20 3,20
B 12 1,80 — 6,70 1,46 3,80 3,62
C 10 1,80 -3,7 0,70 2,65 2,70
D 10 2,50 -4,10 0,57 3,45 3,32
E 10 1,10 -2,50 0,44 2,00 1,92
F 10 1,30 — 2,80 0,48 2,35 2,24
G 10 1,90 - 3,00 0,41 2,30 2,41
H 10 1,00 - 3,50 0,74 1,45 1,64
I 10 2,40 -3,20 0,26 2,75 2,76
J 20 1,30 — 2,80 0,48 2,15 2,20
K 10 2,30 -3,80 0,46 3,00 2,98

n: numero de amostras.

Tabela 18. Valores para caseina do leite caprino em 11 rebanhos dos Estados de Minas

Gerais e do Rio de Janeiro.

Amplitude
Rebanho n Minimo — maximo  Desvio padrio Mediana Média
A 7 2,13 -2,50 0,12 2,35 2,32
B 12 2,22 -3,47 0,38 2,53 2,65
C 10 2,05-3,14 0,27 2,40 2,45
D 10 2,05-2,72 0,18 2,47 2,44
E 10 1,78 — 2,73 0,26 2,21 2,25
F 10 2,06 —2,53 0,16 2,36 2,33
G 10 2,11-2,42 0,11 2,23 2,24
H 10 1,84 — 2,46 0,23 2,21 2,20
| 10 2,10 2,88 0,23 2,59 2,56
J 20 2,30 -2,88 0,17 2,61 2,61
K 10 2,50 - 3,26 0,23 2,70 2,78

n: nimero de amostras.



Tabela 19. Valores para cloretos do leite caprino em 11 rebanhos dos Estados de Minas

Gerais e do Rio de Janeiro.

Amplitude
Rebanho n Minimo — maximo Desvio padrio Mediana Média
A 7 0,15-0,25 0,03 0,22 0,21
B 12 0,62 — 0,80 0,06 0,65 0,69
C 10 0,20 - 0,27 0,02 0,22 0,23
D 10 0,20 - 0,29 0,02 0,25 0,25
E 10 0,22 -0,29 0,02 0,26 0,26
F 10 0,19 -0,25 0,02 0,20 0,21
G 10 0,17-0,22 0,01 0,19 0,19
H 10 0,19-0,24 0,01 0,22 0,22
I 10 0,17-0,24 0,01 0,21 0,21
J 20 0,12-0,17 0,01 0,15 0,14
K 10 0,10-0,13 0,01 0,11 0,11

n: numero de amostras.

Tabela 20. Valores para EST do leite caprino em 11 rebanhos dos Estados de Minas

Gerais e do Rio de Janeiro.

Amplitude

Rebanho n Minimo — maximo  Desvio padrio Mediana Média
A 7 10,65 - 11,96 0,44 11,15 11,17
B 12 10,49 — 15,35 1,54 12,23 12,15
C 10 9,98 — 12,25 0,73 11,02 10,93
D 10 10,96 — 12,46 0,46 11,82 11,73
E 10 8,29 - 10,76 0,77 10,07 9,88
F 10 8,99 — 11,07 0,67 10,52 10,36
G 10 9,82 -11,26 0,48 10,34 10,52
H 10 8,16 — 11,01 0,81 9,24 9,14
| 10 10,58 - 11,78 0,36 11,16 11,10
J 20 9,17-11,25 0,57 10,45 10,46
K 10 10,77 — 12,67 0,50 11,57 11,68

n: nimero de amostras.



Tabela 21. Valores para ESD do leite caprino em 11 rebanhos dos Estados de Minas

Gerais e do Rio de Janeiro.

Amplitude
Rebanho n Minimo — maximo  Desvio padrio Mediana Média
A 7 7,78 — 8,56 0,26 7,88 7,94
B 12 7,74 — 9,04 0,35 8,59 8,51
C 10 7,98 — 8,55 0,18 8,26 8,23
D 10 8,25 - 8,96 0,21 8,46 8,51
E 10 6,29 — 8,76 0,69 7,96 7,87
F 10 7,62 — 8,77 0,37 8,08 8,12
G 10 7,75 —-8.,39 0,21 8,11 8,10
H 10 7,06 — 7,87 0,29 7,53 7,50
| 10 7,88 — 8,60 0,23 8,38 8,34
J 20 7,48 — 8,88 0,38 8,29 8,26
K 10 8,44 — 9,31 0,27 8,55 8,70

n: numero de amostras.

Tabela 22. Valores para indice crioscopico do leite caprino em 11 rebanhos dos Estados

de Minas Gerais e do Rio de Janeiro.

Amplitude

Rebanho n Minimo — maximo  Desvio padrio Mediana Média
A 7 -0,574 - -0,557 0,006 -0,566 -0,564
B 12 -0,588 - -0,565 0,007 -0,575 -0,575
C 10 -0,584 - -565 0,006 -0,577 -0,575
D 10 -0,613 - -0,579 0,010 -0,592 -0,593
E 10 -0,568 - -0,553 0,005 -0,558 -0,560
F 10 -0,591 - -0,564 0,008 -0,576 -0,578
G 10 -0,575 - -0,556 0,005 -0,564 -0,565
H 10 -0,564 - -0,545 0,005 -0,558 -0,558
I 10 -0,584 - -0,553 0,011 -0,571 -0,569
J 20 -0,588 - -0,561 0,006 -0,574 -0,574
K 10 ND ND ND ND

n: namero de amostras; ND: ndo determinado.



Tabela 23. Valores para densidade do leite caprino em 11 rebanhos dos Estados de Minas

Gerais e do Rio de Janeiro.

Amplitude
Rebanho n Minimo — maximo  Desvio padrio Mediana Média
A 7 1027,6 — 1030,5 1,03 1028,0 1028,3
B 12 1027,6 — 1032,9 1,74 1030,5 1030,2
C 10 1028,4 —1030,8 0,90 1029,8 1029,7
D 10 1029,1 - 1031,7 0,93 1030,2 1030,3
E 10 1027,6 — 1032,4 1,36 1030,2 1030,1
F 10 1028,0 — 1032,2 1,44 1029,2 1029,7
G 10 1028,1 - 1031,0 0,87 1029,6 1029,4
H 10 1025,7 - 1029,3 1,31 1027,6 1027,6
| 10 1028,3 - 1031,1 1,03 1030,3 1030,0
J 20 1026,7 - 1033,1 1,65 1030,3 1030,2
K 10 1030,3 - 1034,2 1,28 1030,9 1031,3

n: numero de amostras.

Tabela 24. Valores para lactose do leite caprino em 11 rebanhos dos Estados de Minas

Gerais e do Rio de Janeiro.

Amplitude
Rebanho n Minimo — maximo  Desvio padrio Mediana Média
A 7 3,53 -4,59 0,38 4,00 4,04
B 12 4,79 - 5,51 0,25 5,25 5,17
C 10 4,41 -5,01 0,19 4,69 4,42
D 10 4,59 —-5,37 0,27 5,18 5,06
E 10 4,65 -5,51 0,29 5,09 5,08
F 10 4,08 —4,79 0,25 4,50 4,45
G 10 4,59 - 5,37 0,24 4,95 4,96
H 10 4,48 — 5,40 0,25 5,02 5,02
I 10 4,83 — 5,86 0,33 5,48 5,36
J 20 5,03 -5,82 0,22 5,38 5,36
K 10 4,14 - 5,25 0,40 4,99 4,84

n: numero de amostras.



Tabela 25. Diferencas estatisticas dos parametros fisico-quimicos de leite caprino entre as 11
propriedades, dos Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro.
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Rebanhos Cloretos Lactose Crioscopia

EST Acidez Gordura

ESD Caseina Densidade

AxB
AxC
AxD
AxE
AxF
AxG
AxH
AxI
Ax]J
AxK
BxC
BxD
BxE
BxF
BxG
BxH
BxI
BxJ
BxK
CxD
CxE
CxH
CxlI
Cx]J
CxK
DxE
DxF
DxG
DxH
DxI
Dx]J
DxK
ExF
ExG
ExH
ExI
Ex]J
ExK
FxG
FxH
FxI
Fx]J
FxK
GxH
GxH
Gx]J
GxK
HxI
Hx]J
HxK
IxJ
IxK
JxK

Hokok

EE S

sookok

sookok

sookok

EE S

EE S

EE S

EE S

ookok

ookok

ookok

ookok

ookok

EE S

EE S

EE S

EE S

EE S

sookok

EE S

EE S

EE S

EE S

EE S

EE S

EE S

kokok

EE LS

EE LS

EE LS

EE LS

EE LS

EE LS

EE L]

EE L]

EE LS

EE LS

EE LS

EE LS

EE S

EE LS

EE LS

koo

skock

skock

skock

skock

koo

koo

koo

koo

koo

eskook

skosk

skosk

skosk

skock

skock

skock

EE S

sookok

sookok

sookok

sookok

sookok

EE S

sookok

EE S

EE S

sookok

sookok

EE S

EE S

EE S

EE S

EE S

EE S

sookok

EE S

k3kock

kskok

kskok

kskook

kskook

kskook

kskook

k3kok

k3kok

kskook

skosk

skock

skock

skock

skook

skosk

skosk

skock

skock

EE LS

EE L]

EE L]

EE L]

EE L]

EE LS

EE LS

EE L]

EE L]

eskock

eskock

skosk

skock

eskock

skosk

skosk

***Diferenga estatistica significativa pelo teste de Tukey-Kramer (p<0,05)



80

Tabela 26. Média, desvio padrao (X + DP) e amplitude de parametros fisico-quimicos em
119 amostras de leite de cabra in natura distribuidos segundo a positividade para o exame

bacteriologico, de 11 rebanhos dos Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro.

EXAME BACTERIOLOGICO

PARAMETROS Negativo (n=49) Positivo (n=70)
Acidez 15,45 +2,47" 15,83 +3,10°
(10,78 —20,54) (9,75-27,61)
Caseina 2,44 +£ 0,23 2,46+ 031°
(1,78 —2,84) (1,84 -3.,47)
Cloretos 0,23 +£0,13* 0,25+0,17%
(0,11 -0,73) (0,10 -0,80)
EST 10,88 +1,13° 10,76 = 1,07°
(8,16 — 15,35) (8,29 — 13,94)
ESD 8,25 +0,38" 8,19 +0,49*
(7,06 — 8,96) (6,29 -9,31)
Crioscopia -0,572 £ 0,01* -0,571 £ 0,01*
(0,595 —-0,553) (0,613 —0,545)
Densidade 1029,8 + 1,45% 1029,78 + 1,62°
(1026,3 — 1032,4) (1025,7 - 1034,2)
Lactose 4,94 + 0,46° 4,99 +0,42°
(3,67 —5,86) (3,53 -5,79)
a — letras iguais, na mesma linha, significa que ndo houve diferenca estatistica

significativa (p>0,05) — Teste t-Student
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Tabela 27. Média, desvio padriao (X + DP) e amplitude de parametros fisico-quimicos em

119 amostras de leite de cabra in natura distribuidos segundo a positividade para CAE.

CABRAS
PARAMETROS Negativas para CAE (n=88) Positivas para CAE (n=31)
Acidez 15,88 + 3,00° 15,10 &+ 2,34°
(10,60 — 27,61) (9,75 —20,006)
Caseina 2,47 +0,30° 2,42 +0,22°
(1,78 —3,47) (2,05-3,14)
Cloretos 0,26 +0,17* 0,21 +0,04°
(0,10 - 0,80) (0,12-0,29)
EST 10,80 +1,18* 10,83 £ 0,84°
(8,16 — 15,35) (8,99 — 12,25)
ESD 8,21 +£0,48" 8,22 +0,34"
(6,29 —9,31) (7,5 - 8,96)
Crioscopia -0,570 £ 0,01° -0,575 + 0,01b
(-0,613 - -0,545) (-0,595 - -0,553)
Densidade 1029,8 + 1,61° 1029,67 + 1,37*
(1025,7 — 1034,2) (1027,2 - 1033,0)
Lactose 5,01 +£0,45° 4,84+ 0,38
(3,53 —5,86) (3,88 —5,62)

a, b — letras diferentes, na mesma linha, significa

diferenga estatistica significativa
(p<0,05) — Teste t-Student



5 DISCUSSAO

Dentre as cepas bacterianas isoladas a maior freqiiéncia foi obtida para
Staphylococcus spp. como observado por Manser (1986), Contreras et al. (1995),
Deinhofer e Pernthaner (1995), Contreras et al. (1999), White e Hinckley (1999) e Bezerra
et al. (2006), enquanto as baixas freqliéncias para Streptococcus spp., E. coli e
Pseudomonas spp. foram semelhantes aos achados de Vianni e Fontana (1999) e White e
Hinckley (1999).

A predominancia de Staphylococcus nao-hemoliticos em amostras de leite de cabra
in natura também foi relatada por White e Hinckley (1999) e conforme Manser (1986) ¢
Bezerra et al. (2006), Staphylococcus coagulase negativa representam o principal grupo de
bactérias isoladas na mastite subclinica.

Nao houve isolamento de Mycoplasma spp., assim como observado por Deinhofer e
Pernthaner (1995) em amostras de leite de cabra. Entretanto, a detec¢do de micoplasmas
foi relatada por diferentes autores, como DaMassa (1983), DaMassa et al. (1987), Egwu et
al. (2001), De La Fe et al. (2005), Al-Momani et al. (2006) e Azevedo et al. (2006), em
casos de mastite clinica. Assim como Contreras et al. (1995) e Egwu et al. (2001)
verificaram a presenca de micoplasmas a partir de amostras de leite de cabras com mastite
subclinica.

Nao se sabe se a auséncia de Mycoplasma spp. e/ou a dificuldade de isolamento do
mesmo seja devido a presenca de outras bactérias no leite, que por si s ou por seus
metabolitos tenham inibido o crescimento desse microrganismo, ou se realmente seja um
diagnéstico negativo para Mycoplasma spp. Tola et al. (1997) verificaram que uma alta
percentagem de flora bacteriana impede o crescimento de Mycoplasma spp.em placas

contendo agar seletivo, o que dificulta a identificagdo de colonias do microrganismo.
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No teste da Caneca Telada, o resultado negativo obtido a partir do exame
bacteriologico em 50% (2/4) das amostras de leite provenientes de cabras com mastite
clinica, pode ser devido a utilizacdo de antimicrobianos no tratamento da mastite a campo,
representando risco para a saude publica pela presenga de residuos de antibidtico no leite
(COSTA, 1996) caso nao seja respeitado o afastamento dos animais em tratamento da
produgao.

Maisi e Riipinen (1988) observaram aumento no CMT relacionado a presenga de
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. em amostras de leite de cabra, semelhante ao
obtido neste estudo para Staphylococcus spp. € outros patdgenos bacterianos, no entanto,
foram obtidos escores negativos para as cepas de Streptococcus spp.

A auséncia de crescimento bacteriano em uma amostra de leite com escore > 2+ no
CMT pode estar relacionada a presenca de outro agente infeccioso conforme observado por
Silva et al. (2001) na avaliagdo de CCS para amostras de leite negativas no exame
bacteriologico, assim como a soropositividade na referida cabra para CAE neste estudo.

A eficiéncia do CMT para os escores 2+ e 3+ em relagdo ao cultivo positivo
observada neste estudo corrobora com os achados de Santos et al. (1995). Os resultados
negativos no CMT representados por elevado nimero de falso-negativos denota a pouca
confiabilidade do teste e implica no re-teste de amostras com resultados negativos. A
diferenca significativa entre os testes CMT e bacteriologico, implica na necessidade de
associacdo de ambos para o diagnéstico de mastite subclinica em amostras de leite caprino,
conforme preconizado por Silva et al. (2001), Bezerra et al. (2006) e Chapaval (2008).
Conforme também observado por Birgel Junior et al. (2007), no presente estudo ndo houve
diferenca significativa entre o CMT e a positividade para CAE.

A maior taxa de resisténcia antimicrobiana, in vitro, encontrada para a ampicilina e
a penicilina corrobora com os achados de Lima Junior et al. (1993), Rapini et al. (2003) e
Bochev e Russenova (2005), e a sensibilidade antimicrobiana in vitro de 100% a
gentamicina, também foi observada anteriormente por Lima Junior et al. (1993) e Bochev e
Russenova (2005). Os antimicrobianos gentamicina e cefotaxima apresentaram a maior
sensibilidade, in vitro, em todos os rebanhos deste estudo, o que pode ser decorrente da
pouca utilizacdo desses especificos antimicrobianos a campo, ndo favorecendo o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana.

Por outro lado, as elevadas taxas de resisténcia para os antimicrobianos ampicilina,
penicilina e amoxicilina pressupdem o uso indiscriminado dos mesmos na terapéutica de

caprinos leiteiros e refor¢a a importancia da realizacdo de testes de sensibilidade in vitro
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para a adocao de medidas terapéuticas e profilaticas corretas, a fim de evitar a resisténcia
microbiana e a presenca de residuos no leite, com risco a satide do consumidor, além da
inviabilidade de derivados lacteos de qualidade pela inibicdo de culturas lacteas sensiveis
(BRITO; LANGE, 2005).

Conforme descrito por Kuppeveld et al. (1992) a utilizacdo dos pares de primers
GPO-1 e MGSO, GPO-3 e MGSO gerou amplicons de 715pb e de 270pb, respectivamente,
para a cepa de referéncia Ma GM139. Com o par de primers F-REAP e R-REAP obteve-se
amplicon de 785pb para a cepa de referéncia MmmLC, semelhante aos estudos de Persson
et al (1999) e LeGrand et al. (2004). No entanto, as 129 amostras de leite de cabra foram
negativas na PCR para Mycoplasma spp. com a utilizacdo dos pares de primers GPO-1 e
MGSO, GPO-3 e MGSO, e para M. mycoides cluster com o par de primers F-REAP e R-
REAP.

Pela utilizacdo da IDGA para CAE nao foi observada soropositividade em 75,9%
(98/129) dos caprinos, no entanto, durante a fase precoce da infeccdo muitos animais
podem permanecer soronegativos por periodos bastante variados. Para a identificagdo de
animais com sorologia negativa ou dubia a PCR seria uma alternativa (RIMSTAD et al.,
1993 citado por CALLADO et al., 2001).

A diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre o sistema de ordenha ¢ a
positividade para CAE, com o risco (odds ratio) para CAE 4,7 vezes maior para as cabras
ordenhadas mecanicamente, pode ser explicado neste estudo por possiveis erros no manejo
ou desinfeccdo inadequada dos copos das ordenhadeiras mecanicas, que uma vez utilizados
em cabras com leite contaminado pelo CAEV e em seguida ajustados em outras tetas, sem
a correta desinfecc¢ao, serviriam como fonte de infeccao (FRANKE, 1998; CALLADO et
al., 2001; OIE, 2007).

Pelas analises fisico-quimicas realizadas em amostras de leite de cabra in natura
foram observadas variagdes que estdo em acordo ou ndo com os resultados de diferentes
estudos. O valor médio geral de 15,6°D, obtido neste estudo para o pardmetro acidez, foi
préximo aos valores reportados por Prata et al. (1998), Pereira et al. (2005) e Queiroga et
al. (2007), de 16,1; 16,0 e 15,2°D, respectivamente. Os valores minimo ¢ maximo obtidos
para acidez, 9,8 e 27,6°D, respectivamente, diferem dos valores descritos por Prata et al.
(1998), de 14,0 ¢ 17,9°D.

Neste estudo a gordura foi o componente do leite de cabra que demonstrou maior
amplitude, 1,0 % a 6,7%, o que também foi observado por Prata et al. (1998), com

variagoes de 1,7 a 5,7%. O teor médio geral de 2,6% foi inferior aos valores médios de
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3,5% (BARROS; LEITAO, 1992; PEREIRA et al., 2005), 3,7% (PRATA et al., 1998;
ANDRADE et al., 2008), 4,6 a 5,5% (QUEIROGA et al., 1998), 4,1% (GOMES et al.,
2004), 4,4% (PEREIRA et al., 2006), 3,4% (FONSECA et al., 2006; QUEIROGA et al.,
2007) e 4,9% (BIRGEL JUNIOR et al., 2007).

A composicdo basica do leite caprino ¢ descrita por Ribeiro (1997) com 3,8% de
gordura. Entretanto, oscilagdes no teor de gordura podem ser provocadas por fatores como
o turno de ordenha, a raga, o periodo de lactagdo, o tipo de alimento fornecido e a
sazonalidade (QUEIROGA et al.,, 2007). Segundo Brito e Brito (1998) as infecc¢des
intramamarias podem reduzir em até¢ 10% a concentracdo total da gordura do leite e afetar
a quantidade e a composi¢do da membrana dos globulos de gordura, o que ocasiona
alteracdes fisicas no creme, na textura e aumenta o tempo necessario para a produgdo de
manteiga. Pode haver aumento na quantidade de 4cidos graxos livres, com a inibi¢do das
culturas lacteas usadas nos produtos fermentados e a alteragdo do sabor.

Birgel Junior et al. (2007) obtiveram valores significativamente menores para os
teores de gordura no leite de cabras infectadas por CAEV, o que difere dos achados deste
estudo uma vez que ndo houve diferenca significativa para o parametro gordura no leite em
relacdo a positividade para CAE.

O valor médio geral de 2,44% referente a proteina em caseina corrobora com o0s
achados de 2,52% (BARROS; LEITAO, 1992) e de 2,43% (PRATA et al., 1998), e o valor
médio geral de 0,25% para cloretos foi superior aos valores de 0,20% (BARROS;
LEITAO, 1992), 0,17% (PRATA et al., 1998) e 0,20% (TONIN; NADER FILHO, 2002).

A variagdo observada para o teor de cloretos, 0,10% a 0,80%, diferiu dos valores
obtidos por Prata et al. (1998), de 0,11 a 0,20%. Birgel Junior et al. (2007) relataram
valores significativamente maiores para o teor de cloretos no leite de cabras infectadas pelo
CAEV, no entanto, neste estudo, a soropositividade para CAE reduziu os valores de
cloretos.

O valor médio de EST de 10,82% foi aproximado ao de Vilanova et al. (2008) de
10,26%, e inferior aos valores registrados por Barros e Leitdo (1992), Prata et al. (1998);
Queiroga et al. (1998), Gomes et al. (2004), Pereira et al. (2005), Pereira et al. (20006),
Queiroga et al. (2007) e Andrade et al. (2008), de 12,1; 12,5; 12,8; 12,7; 11,8; 12,5; 11,4 ¢
12,3%, respectivamente. A varia¢do observada para EST (8,2 a 15,4%) foi maior que a

observada por Prata et al. (1998) de 10,6 a 15,3%.
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Neste estudo ndo houve diferenca significativa para os valores de EST em relacao a
positividade para cabras infectadas por CAEV, o que difere dos achados de Birgel Junior et
al. (2007) que obtiveram valores para EST significativamente menores.

O valor médio geral de 8,2% para o ESD aproxima-se dos valores de 8,6%
(BARROS; LEITAO, 1992), 8,9% (PRATA et al., 1998) ¢ 8,4% (PEREIRA et al., 2005) e
foi superior ao valor de 7,9% encontrado por Queiroga et al. (2007). As variagdes
observadas para ESD (6,3% a 9,3%) diferiram das obtidas por Prata et al. (1998), de 8,2%
a 10,1%.

A média geral do ponto de congelamento (-0,571°H) no leite caprino foi
semelhante a média obtida por Prata et al. (1998) de -0,574°H, e diferiu do valor médio
obtido por Barros e Leitdo (1992) de -0,620°H. A variacdo observada nos rebanhos (-0,545
a -0,613°H) foi maior do que a obtida por Prata et al. (1998), de -0,555 a -0,592°H. Foi
verificado aumento significativo no indice crioscopico de cabras soropositivas para CAE.

O valor médio observado para densidade a 15°C (1029,7g/L) foi inferior aos
valores de 1032.4; 1030,2 e 1031,7g/L obtidos por Prata et al. (1998), Pereira et al. (2005)
e Queiroga et al. (2007), respectivamente. A amplitude (1025,7 a 1034,2g/L) diferiu da
relatada por Prata et al. (1998), que obtiveram varia¢des de 1028,2 a 1035,5g/L.

O valor médio geral de 4,9% para o parametro lactose, foi superior aos registrados
por Prata et al. (1998), Queiroga et al. (1998), Gomes et al. (2004), Pereira et al. (2006),
Birgel Junior et al. (2007), Queiroga et al. (2007) e Vilanova et al. (2008), de 4,3%, 4,4%,
4,1%, 4,3%, 4,5%, 4,1% e 3,9%, respectivamente. A variacdo obtida, 3,5% a 5,9%, foi
semelhante a observada por Prata et al. (1998), de 3,5 a 5,2%.

Os valores para lactose foram significativamente menores em cabras soropositivas
para CAE, o que corrobora com os achados de Birgel Junior et al. (2007), enquanto Turin
et al. (2005) ndo observaram diferenca significativa nas concentragdes de lactose de cabras
soronegativas e soropositivas.

A presenca de CAE em rebanhos dos Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro
implica na necessidade de aquisi¢do de animais com atestado negativo e eliminacdo de

animais soropositivos para a contenc¢ao dessa enfermidade.



6 CONCLUSOES

No CMT para a detecgdo de mastite subclinica deve-se considerar positivas as
reacdes 2+ (positiva) e 3+ (fortemente positiva), pois coincidem com os resultados
bacteriologicos positivos nas amostras de leite, enquanto que as amostras com resultados
negativos devem ser confirmadas por exame bacterioldgico.

O exame bacteriologico do leite foi o melhor teste para a detec¢do de mastite
subclinica e nao foi influenciado pelo tipo de ordenha.

Staphylococcus coagulase negativa foi o patégeno de maior freqiiéncia de
isolamento em leite de cabra in natura, com maior sensibilidade in vitro aos
antimicrobianos gentamicina e cefotaxima, e maior resisténcia a ampicilina, penicilina e
amoxicilina.

Mycoplasma spp. ndo foi um agente microbiano prevalente em mastites nos
rebanhos estudados.

A ordenha mecanica influenciou a soropositividade para CAE nos rebanhos
estudados.

A soropositividade para CAE e pardmetros fisico-quimicos fora dos padrdes

fixados pela legislacdo em vigor influenciaram negativamente a qualidade do leite.
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9.1 QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO DAS PROPRIEDADES

Nome da propriedade:

Endereco:
Municipio: Estado:
Proprietario: Telefone:

1 — Geografia da Propriedade
a) Tamanho da Propriedade (ha):
b) Percentual de morro:
¢) Clima da regido:

2 — Recursos tecnologicos gerais

a) Presenca de sala de ordenha? () Sim; ( )Nao

b) Tipo de ordenha: () Manual, () Mecéanica

¢) Tipo de produgdo: () Leite; () Leite e derivados:
3 — Periodicidade de visita médico-veterinaria

() Residente () Semanal () Quinzenal ( ) Mensal () Outros
4 — Especializacio zootécnica do rebanho

a) Numero de animais: () Cabritos; ( ) Novilhas; () Cabras; ( ) Bodes

b) Raga predominante:

c) Aptidao: () Leiteira () Corte ( ) Mista

d) Apresentagdo do rebanho:( ) Boa ( ) Média () Ruim

e) Sistema de criagdo: () Intensivo () Semi-intensivo () Extensivo

f) Periodo de Pastagem: () Ininterrupto ( )6-10h/dia () <6h/dia

g) Existe a criag@o de outras espécies?Quais?

h) Espécies animais diferentes mantém contato? ( )Sim ( )Nao

i) Tipo de monta: () Natural ( ) Inseminagdo artificial ( ) Mista

5 — Suplementacéo alimentar

a) Uso de ragdo: ( ) Sim ( ) Naéo
b) Uso de sal mineral: ( ) Sim ( )Nao
c) Pastagens cultivadas: ( )Nao( ) Sim. Quais?

d) Quais os demais suplementos fornecidos?
6 — Produtividade do rebanho

a) Producio leiteira média/dia/anual:

b) Fertilidade média do rebanho/ano:

7 — Medidas sanitarias

a) Vermifugagdo: ( )Sim ( )Nao Freqiiéncia:
b) Controle de ectoparasitas: ( ) Sim ( ) Nao
¢) Vacinas:

d) Outras medidas adotadas:



9.2 FICHA DE IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS

Proprietario:
Data da coleta:

Nome / N°:
Raga:
Idade:

Mastite clinica:
CMT:
Sinais clinicos:

N° de lactagoes:

Nome / N°:
Raga:
Idade:

N° de lactagoes:

Mastite clinica:
CMT:
Sinais clinicos:

Nome / N°:
Raga:
Idade:

Mastite clinica:
CMT:
Sinais clinicos:

N° de lactagoes:

Nome / N°:
Raga:
Idade:

N° de lactagoes:

Mastite clinica:
CMT:
Sinais clinicos:

Nome / N°:
Raga:
Idade:

Mastite clinica:
CMT:
Sinais clinicos:

N° de lactagoes:

Nome / N°:
Raga:
Idade:

N° de lactagoes:

Mastite clinica:
CMT:
Sinais clinicos:

Nome / N°:
Raga:
Idade:

Mastite clinica:
CMT:
Sinais clinicos:

N° de lactagoes:

Nome / N°:
Raga:
Idade:

N° de lactagoes:

Mastite clinica:
CMT:
Sinais clinicos:

Nome / N°:
Raga:
Idade:

Mastite clinica:
CMT:
Sinais clinicos:

N° de lactagoes:

Nome / N°:
Raga:
Idade:

N° de lactagoes:

Mastite clinica:
CMT:
Sinais clinicos:
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10 ANEXOS

10.1 REQUISITOS SENSORIAIS E FISICO-QUIMICOS PARA O LEITE DE CABRA

Requisitos sensoriais para o leite de cabra (BRASIL, 2000):

Aspecto liquido, ou quando for o caso, congelado;

Cor branca; odor e sabor caracteristicos.

Parametros fisico-quimicos exigidos para o leite de cabra (BRASIL, 2000):

Gordura (% m/m): 0,6 a 2,9, sendo admitidos valores inferiores a 2,9% m/m para as
variedades de leite integral e semidesnatado, mediante comprovagdo de que o teor
médio de gordura de um determinado rebanho ndo atinge esse nivel;

Acidez (% &cido latico): 0,13 a 0,18 para todas as variedades;

Sélidos ndo-gordurosos (%m/m): minimo de 8,2 para todas as variedades;
Densidade (15/15°C): 1,028 a 1,034 para todas as variedades;

Indice crioscopico (°H): -0,550°H a -0,585°H para todas as variedades;

Proteina Total (N x 6,38) %m/m: minimo de 2,8 para todas as variedades;

Lactose (% m/v): minimo de 4,3 para todas as variedades;

Cinzas (% m/v): minimo de 0,70 para todas as variedades;

Contagem de Células Somaticas (CCS): limite nao definido.



10.2 CRITERIOS E TOLERANCIAS MICROBIOLOGICAS PARA O LEITE DE CABRA

REQUISITO CRITERIOS DE |CATEGORIA METODO DE
ACEITACAO (ICMSF) ANALISE
Microrganismos aerobios Portaria S.D.A. /
meso6filos (UFC/mL): MA 101 de 11/8/93
n=5;c=2;m=1x104;
1-Pasteurizado M=5x104 5
2-Esterilizado/UHT n=5; ¢=0; m=10 10
Portaria S.D.A./
Coliformes/mL (30/35°C) MA 101 de 11/8/93
n=5; c=2; m=2;
1-Pasteurizado M=4 5
2-Esterilizado/UHT n=5; ¢c=0; m=0 5
Portaria S.D.A./
Coliformes/mL (45°C) MA 101 de 11/8/93
n=5; ¢c=2; m=0;
1-Pasteurizado M=1 5
2-Esterilizado/UHT n=5; ¢=0; m=0 5
Portaria S.D.A. /
Salmonella spp./ 25 MI N=5; ¢=0; m=0 10 MA 101 de 11/8/93
Pasteurizado/Esterilizado/UHT
Fonte: BRASIL (2000)




