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RESUMO

A caprinocultura leiteira vem ganhando destaque nos ultimos anos impulsionado por
incentivos governamentais e privados. Em contrapartida, a mastite acarreta
representa grandes perdas econdmicas no segmento leiteiro tanto na quantidade
como na qualidade do leite produzido. Foi realizado um estudo da mastite subclinica
em nove rebanhos de cabras leiteiras localizadas no Estado do Rio de Janeiro,
totalizando 140 amostras de leite (uma amostras por animal), com o objetivo de
avaliar a qualidade do leite de cabra pelo cultivo microbiologico e reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) do leite in natura para pesquisa de Staphylococcus aureus,
contagem de células somaticas (CCS), contagem bacteriana total (CBT), analises
fisico-quimica, verificacdo do perfil de resisténcia antimicrobiana in vitro de
Staphylococcus spp., deteccdo de genes de resisténcia a beta-lactamicos e a
presenca de residuos antimicrobianos. Houve crescimento bacteriano em 64
amostras (48%), dentre essas 10 obtiveram isolamento de dois microrganismos
associados. Dos 77 isolados encontrados, 58,4% foram identificados como
Staphylococcus coagulase negativa (SCN), 11,58% Staphylococcus Coagulase
Positiva, 14,16% bastonetes gram negativos da familia das enterobactérias
(incluindo E. coli e Serratia sp.), 6,49% Bacillus spp., 5,19% Streptococcus spp. €
3,89% Enterococcus spp. A associacdo de SCN e bastonete gram negativo
apresentou 0 maior niumero, com 50%, seguido de 20% Staphylococcus Coagulase
Positiva + Enterococcus sp. e 10% SCN + Bacillus spp., Streptococcus spp. +
Bacillus spp. e Streptococcus spp. + Bastonete Gram Negativo. No teste de difusédo
em disco realizado com 54 isolados de Staphylococcus spp., 0 antimicrobiano mais
efetivo foi o florfenicol (1,7%) e as maiores resisténcias foram para ampicilina e
penicilina (50%), seguida da oxacilina (32,70% ), tetraciclina (8,60%), cefoxitina(
6,89%), norfloxacina (5%), gentamicina e cefalotina (3,40%). A mdultipla resisténcia a
dois ou mais antimicrobianos foi observada em 57,40% dos isolados. Nenhuma
amostra de leite obteve positividade para Staphylococcus aureus no cultivo e na
PCR. A média de CCS de 2.152.000 células/mL esta acima do recomendado pela
literatura. N&ao houve associagdo significativa entre o isolamento bacteriano e os
valores obtidos na contagem de células somaticas (t-Student p > 0,05). A média de
CBT de 842.000 UFC/mL de leite foi acima do preconizado pela legislagdo. As
analises fisico-quimicas realizadas no leite foram: porcentagens de gordura, proteina
e lactose por absorcdo infravermelha, bem como de sdlidos totais, por soma dos
valores dos componentes anteriores. A acidez, pela titulacdo de leite por solugcéo
alcalina (NaOH 0,1N), utilizando-se como indicador a fenolftaleina e o resultado
expresso em graus Dornic (°D). A determinacdo de cloretos pelo método
mercurométrico e densidade a 15°C em aparelho eletrénico. Alguns rebanhos nao
atenderam aos padrbes fisico-quimicos exigidos pela legislacdo. A acidez
apresentou diferenca significativa quando associada ao isolamento bacteriano
(p<0,05). O risco (odds ratio) de deteccédo bacteriana em caso de acidez elevada
aumentado em 1,15 vezes quando comparado a amostras com acidez normal. A
contribuicdo de todos os fatores fisico-quimicos a CBT somou 41,08%, sendo a
lactose o fator que mais contribuiu isoladamente (p<0,05). Em dezenove amostras
isoladas de mastite caprina subclinica dos mesmos rebanhos estudados, foi
realizada a técnica protedmica MALDI-TOF para identificagdo das espécies;
deteccdo fenotipica de resisténcia aos beta-lactamicos pela difusdo em disco
simples de oxacilina, cefoxitina, penicilina G e amoxacilina + acido clavulanico, agar
“screen” de oxacilina e microdiluicdo em caldo (MIC) de cefoxitina, e a deteccédo de



genes de resisténcia a oxacilina de Staphylococcus spp. através da PCR para
amplificacdo dos genes: mecA (MURAKAMI et al. 1991), mecA variante (MELO et
al. 2014), mecl (LENCASTRE; OLIVEIRA 2002), mecRl (ROSATO et al. 2003),
mecC (STEEGER et al. 2012) e blaZz (ROSATO et al. 2003). Foram identificadas
como Staphylococcus epidermidis 47,36%, 15,78% como Staphylococcus warneri,
10,52% como Staphylococcus caprae e Staphylococcus aureus e 5,26% tanto para
Staphylococcus lugdunensis, como para Staphylococcus simulans e Staphylococcus
cohnii. Os isolados caracterizados pelo MALDI-TOF foram confirmados como
Staphylococcus spp. pela PCR para o gene 16rRNA. O teste de difusdao em disco
demonstrou resisténcia de 58% para penicilina G e 26,31% tanto para cefoxitina
como para oxacilina. Todas as amostras foram sensiveis a amoxicilina + acido
clavulanico e ao agar “screen” de oxacilina. A MIC, 63,15% das amostras foram
resistentes a cefoxitina, sendo que 52,63% com MIC = 8,0 pg/ml e 10,52% com MIC
= 16 pg/ml. Duas amostras de Staphylococcus epidermidis apresentaram o gene
mecA proposto por Murakami et al. (1991). Todos os isolados foram negativos para
0 gene mecA variante (MELO et. al, 2014), mecl, mecRIl mecC e blaZ. Nenhuma
amostra apresentou residuo acima dos limites maximos permitidos. SCN foi o agente
bacteriano isolado com maior frequéncia e a resisténcia antimicrobiana dessas
cepas frente a ampicilina, penicilina e oxacilina, alertam para alteracdes do perfil de
sensibilidade destes patdgenos ao longo dos anos. A elevada taxa de resisténcia
fenotipica acompanhada por uma baixa deteccdo genotipica nos isolados de
Staphylococcus spp., pode estar relacionada a alteragbes nos genes
desencadeadas por mutacdes, fagos, plasmideos e transposons. Tais achados
reforcam a importancia deste grupo de microrganismos na etiologia da mastite
subclinica em caprinos e abre perspectivas para futuras pesquisas para a
investigacdo da epidemiologia da doenca. A CCS nédo se correlaciona com os
resultados do isolamento bacteriano, devendo ser avaliada com cautela em estudos
sobre mastite subclinica em cabras. Esse estudo demonstra a importancia e a
necessidade de um monitoramento constante por parte dos 6rgaos responsaveis e
por instituicdes de pesquisa quanto a qualidade e a integridade do leite de cabra que
é fornecido a populagéo.

Palavras-chave: Leite de cabra. Mastite. Resisténcia Antimicrobiana. Residuo
Antimicrobiano.



ABSTRACT

Dairy goat is growing in recent years driven by government and private incentives. In
contrast, mastitis leads is great economic losses in the dairy segment in both the
quantity and quality of milk produced. A study of subclinical mastitis in nine herds of
dairy goats in the state of Rio de Janeiro, totaling 140 samples of milk, in order to
assess the quality of goat milk by microbiological culture and polymerase chain
reaction (PCR) was performed of fresh milk for Staphylococcus aureus research,
somatic cell count (SCC), total bacterial count (TBC), physico-chemical analysis,
check in antimicrobial resistance profile vitro Staphylococcus spp., detection of beta-
resistance genes lactam and the presence of antimicrobial residues. Bacterial growth
in 64 samples (48%), of these 10 were obtained isolating two associated micro-
organisms. Of the 77 isolates found, 58.4% were identified as coagulase negative
Staphylococcus (CNS), 11.58% coagulase positive Staphylococcus, 14.16%
negative rods gram of the Family Enterobacteriaceae (including E. coli and Serratia
sp.), 6 49% Bacillus spp., Streptococcus spp 5.19%. and 3.89% Enterococcus spp.
he combination of CNS and gram negative rod had the highest number with 50%,
followed by 20% Staphylococcus coagulase positive + Enterococcus sp. SCN + 10%
Bacillus spp., Streptococcus spp. + Bacillus spp. and Streptococcus spp. + Gram
Negative Bacillus. In the disc diffusion test with 54 Staphylococcus spp., more
effective antibiotic florfenicol was (1.7%) and the greatest resistance to ampicillin and
penicillin were (50%), followed by oxacillin (32.70%), tetracycline (8.60%), cefoxitin
(6.89%), norfloxacin (5%), gentamicin and cephalothin (3.40%). Multiple resisténcia
to two or more antibiotics was observed in 57.40% of the isolates. No milk sample
obtained positive for Staphylococcus aureus in culture and PCR. The SCC average
of 2,152,000 cells/mL is above the recommended by the literature. There was no
significant association between bacterial isolation and the values obtained in the
SCC (Student t p> 0.05). The average TBC 842,000 CFU/ml of milk was higher than
recommended by law. The physico-chemical analyzes in milk were: percentage of
fat, protein and lactose infrared absorption, as well as total solids, by summing the
values of the above components. The acidity by titration milk alkaline solution (0.1N
NaOH), using phenolphthalein as an indicator and Dornic result expressed in
degrees (°D). The determination of chloride by method mercurométrico and density
at 15°C in electronics. Some herds did not meet the physical and chemical standards
required by law. Acidity significant difference when associated with bacterial isolation
(p <0.05). The risk (odds ratio) of bacterial detection in case of high acidity increased
by 1.15 times as compared to samples with normal acidity. The contribution of all
physicochemical factors TBC amounted to 41.08%, the lactose factor that contributed
alone (p <0.05). In nineteen samples isolated from subclinical mastitis goat herds of
the same study, proteomics technique MALDI-TOF was performed to identify the
species; Phenotypic detection of resistance to beta-lactams by diffusion in simple
disk oxacillin, cefoxitin, penicillin G and amoxicillin plus clavulanic acid, agar "screen”
oxacillin and microdilution (MIC) of cefoxitin, and detection of resistance genes
oxacillin of Staphylococcus spp. by PCR amplification of genes: mecA (MURAKAMI
et al 1991.), mecA variant (MELO et al 2014.) mecl (LANCASTEr; OLIVEIRA 2002),
mecRI (ROSATO et al., 2003), mecC (STEEGER et al. 2012) and blaZz (ROSATO et
al. 2003). They were identified as Staphylococcus epidermidis 47.36% 15.78% as
Staphylococcus warneri, Staphylococcus caprae as 10.52% and 5.26%
Staphylococcus aureus and Staphylococcus lugdunensis so as Staphylococcus



simulans and Staphylococcus cohnii. Isolates characterized by MALDI-TOF were
confirmed as Staphylococcus spp. by PCR for 16S rRNA gene. The disk diffusion
test demonstrated resistance to penicillin G, 58% and 26.31% for both the cefoxitin
and for oxacillin. All strains were susceptible to amoxicillin + clavulanic acid and agar
"screen” oxacillin. The MIC, 63.15% of the samples were resistant to cefoxitin, and
52.63% with MIC = 8.0 g / ml and 10.52% with MIC = 16 mg / ml. Two samples of
Staphylococcus epidermidis mecA gene had proposed by Murakami et al. (1991). All
isolates were negative for the mecA gene variant (MELO et al., 2014), mecl, mecRI
mecC and blaZ. No samples showed residue above the maximum allowable limits.
CNS was isolated bacterial agent with greater frequency and antimicrobial resistance
across these strains to ampicillin, penicillin and oxacillin, warn sensitivity profile of
these pathogens changes over the years. The high phenotypic resistance rate
accompanied by a low genotypic detection in Staphylococcus spp., may be related to
alterations in gene triggered by mutation, phage, plasmids and transposons. These
findings reinforce the importance of this group of microorganisms in the etiology of
subclinical mastitis in goats and opens perspectives for future research to investigate
the epidemiology of the disease. The SCC is not correlated with the results of
bacteriological isolation, and must be carefully evaluated in studies of subclinical
mastitis in goats. This study demonstrates the importance and the need for consta~*
monitoring by the responsible agencies and research institutions and the quality ar
integrity of goat milk that the population is provided.

Keywords: Goat milk. Mastitis. Antimicrobial resistance. Antimicrobial residue.
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MAPA - Ministério da Agricultura e Abastecimento
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PCR - Reacao em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction)
PNCRC - Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
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Origem Animal

SCN - Staphylococcus coagulase negativa

SCP - Staphylococcus coagulase positiva
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1 INTRODUCAO

No cenario agricola mundial, € notéria a evolucédo da caprinocultura leiteira.
Em determinados paises, os sistemas de criacdo, transformacéo e distribuicdo
encontram-se em estagio avancado de desenvolvimento. Ao final da década de 80,
houve um crescimento significativo da produgcdo mundial de leite de cabra, que
atingiu 12.581.522 t em 2005 (FAO, 2007).

No Brasil, a caprinocultura tem importancia nos contextos social e do
agronegocio. Programas de incentivo e crédito, que ddo suporte ao crescimento
desta producédo, sao evidentes, tanto para empreendimentos empresarias, quanto
para sistemas familiares de producdo de carne, leite e peles (FONSECA,
SIMPLICIO, 2008).

A procura e, consequentemente, o consumo do leite de cabra tem aumentado
em razao de trés aspectos basicos. A cabra é um animal capaz de se adaptar a
condicOes criatérias variaveis e inospitas, podendo proporcionar a familias de baixa
renda uma melhoria do nivel nutricional da dieta. O segundo aspecto dessa
demanda € o interesse de apreciadores de produtos de leite de cabra,
especialmente produtos organicos, queijos finos e iogurtes. O Ultimo aspecto deriva
da necessidade das pessoas com alergias ao leite de vaca e outras doencas
gastrointestinais alimentares (HAENLEIN, 2004).

No ano 2000, entrou em vigor a legislacao federal prépria para leite de cabra
(Instrucdo Normativa n° 37), a qual define os procedimentos da producdo ao
processamento, bem como determina os padrdes fisico-quimicos e microbioldgicos
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), para
o leite cru, pasteurizado e esterilizado (BRASIL, 2000).

A qualidade do leite estd estreitamente vinculada a critérios de manejo
higiénicos, desde a sua obtencdo na ordenha, no acondicionamento apds sua
retirada, no transporte, no beneficiamento e na comercializacdo, para reduzir ao
maximo a contaminacdo microbiana e quimica e evitar problemas de ordem
econdmica e de salde publica (CHAPAVAL; MAGALHAES, 2011).

A mastite é considerada a doenca que acarreta 0S maiores prejuizos
econdbmicos a producdo leiteira, pela reducdo da quantidade e pelo

comprometimento da qualidade do leite produzido, descarte do leite, custos com
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medicamentos e assisténcia veterinaria ou até pela perda total da capacidade
secretora da glandula mamaéaria. Consiste na inflamacdo da glandula maméaria que
ocorre na maioria das vezes, como resposta a uma infeccdo causada por
microrganismos. Caracteriza-se por mudancas fisicas, quimicas e bacterioldgicas no
leite e por alteragBes patoldgicas no Ubere. O reconhecimento precoce unido ao
rapido tratamento sdo medidas importantes para limitar os danos teciduais e as
perdas ocasionadas pela doenca (RIBEIRO et al., 2003; SHEARER; HARRIS, 2003).
Em caprinos, os principais agentes sdo os Staphylococcus coagulase negativa
(SCN), Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. e Bacilos Gram Negativos, além
de Mycoplasma spp. (LANGONE, 2006; BEZERRA et al, 2006; ALMEIDA, 2013).

Um dos parametros utilizados para avaliar o estado de infec¢cdo da glandula
mamaria em cabras € a contagem de células somaticas (CCS), sobretudo na
infeccdo de carater subclinico, sendo o cultivo de leite utilizado na identificacdo do
agente etiolégico (PEIXOTO et al., 2010). N&o ha limites maximos oficiais exigidos
para a CCS no leite no Brasil, entretanto Paes et al (2003) sugere que valores de
CCS acima de 1.000.000 células/mL de leite sirvam de critério para a realizacédo de
exames microbiologicos. A Contagem Bacteriana Total (CBT) constitui outra técnica
gue pode ser empregada para a avaliacdo da contaminacgao do leite caprino, sendo
indicador de qualidade higiénico-sanitario do leite, expressa em unidades
formadoras de colonia por mililitro de leite (UFC/mL), com valor maximo de 500.000
UFC/mL para o leite de cabra cru (BRASIL, 2000).

O tratamento da mastite se da pelo uso de antimicrobianos de largo espectro,
aplicados preferencialmente pela via intramamaria, esgotando-se previamente o teto
afetado (MACIEL, 2006). Poréem, o amplo e indiscriminado uso de antimicrobianos
pode conduzir ao aumento de resisténcia de microrganismos, e bactérias
inerentemente resistentes podem tornar-se predominantes em uma populacdo e
transferir material genético para bactérias suscetiveis, que entdo adquirem
resisténcia (QUINN et al.,2005).

Em relacdo a susceptibilidade in vitro dos agentes etiolégicos da mastite
caprina, tem-se observado a crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
convencionais, o0 que alerta para a necessidade da adocdo de protocolos
terapéuticos, de preferéncia respaldados em testes de susceptibilidade antimicro-

biana in vitro (LANGONI et al., 2006). Estudos com cepas de Staphylococcus spp.
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isoladas do leite cru de cabras a acdo de diferentes antimicrobianos demonstraram
maior resisténcia para antimicrobianos do grupo beta-lactamico (GARINO JUNIOR et
al., 2011; ALMEIDA et al., 2013; SALINA et al. 2015). Essa resisténcia ocorre por
dois mecanismos distintos: a producdo da enzima extracelular beta-lactamase,
codificada pelo gene blaZ, e a producdo de PBP2a ou PBP2’, uma proteina ligante
de penicilina de baixa afinidade, codificada pelo gene mecA. A expressdo do gene
mecA € constitutiva ou induzida por antimicrobianos beta-lactamicos, como a
oxacilina e cefoxitina (LOWY, 2003; KURODA et al., 2001).

Numerosos relatos tém enfatizado a necessidade de uma menor e melhor
utilizacdo de agentes antibacterianos, melhorias no controle das infecgbes e
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. No entanto, o uso restrito de
antibacterianos nem sempre leva a queda na resisténcia, provavelmente pela
adaptacdo desses microrganismos em relacdo ao carreamento da resisténcia
(LIVERMORE, 2003).

O uso de antimicrobianos na producdo animal tem sido motivo de
preocupacdo de autoridades de diversos paises, especialmente quanto aos
aspectos da seguranca dos alimentos de origem animal para a saude publica e para
a comercializacao (BRITO, 2003). A presenca de residuos antimicrobianos no leite é
derivada de sua utilizagcdo inadequada nas propriedades rurais, 0 que representa
grande preocupacao, por representar risco a saude do consumidor e por interferir na
producdo dos derivados, determinando prejuizos econémicos (COSTA, 1996;
BRITO, 2003; NERO et al., 2004).

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade do
leite de cabra pelo cultivo microbiolégico e PCR do leite in natura, contagem de
células somaticas, contagem total de bactérias, analise fisico-quimica, verificacdo do
perfil de resisténcia antimicrobiana in vitro de Staphylococcus spp. e a presenca de

residuos antimicrobianos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO E EXPLORACAO DE CAPRINOS LEITEIROS

A atividade de criacdo de cabras esta ligada ao homem desde o inicio da
civiizacdo e foi importante para auxiliar na fixacdo dos primeiros nucleos de
assentamentos, fornecendo leite, carne e pele. Os caprinos foram introduzidos nas
Ameéricas pelos primeiros colonizadores europeus, adaptando-se melhor nas areas
tropicais onde estdo concentrados atualmente. Esses animais foram trazidos para o
Brasil pelos portugueses ocupando primeiramente a faixa litordnea antes de se
mudar para a caatinga, onde adquiriram alto nivel de rusticidade e resisténcia as
doencas e intempéries, escassez hidrica e alimentar (SILVEIRA, 2008).

A adaptacdo dos caprinos a ampla variacdo de condi¢cdes climaticas e de
manejo faz com que eles apresentem maior eficiéncia produtiva em relacédo a
qualquer outro ruminante doméstico, como bovino, ovino, ou bubalino, estando
presente em regides com condi¢cdes precarias para o desenvolvimento de outras
espécies (QUADROS, 2008).

A cabra € a terceira espécie produtora de leite em volume de producao
mundial. Estima-se que em 2011 foram produzidos 17 milhdes toneladas de litros de
leite de cabra no mundo, o que corresponde a 2% da producdo mundial de leite
(EMBRAPA, 2011). Os maiores produtores de leite caprino s&o india, Bangladesh e
Sudéao, porém a maior parte desse leite produzido é voltado para o consumo de
subsisténcia nesses paises (ESCARENO et al, 2012). O continente asiatico foi
responsavel por 58,7% da producdo mundial de leite de cabra, o que representou
mais de nove milhdes de toneladas. Nas Américas, esse valor ndo passou de 362
mil toneladas, sendo o Brasil responsavel por apenas 0,9% da producao mundial
(FAO, 2012). A Europa € o unico continente a apresentar organiza¢do econémica e
importancia ao setor da caprinocultura leiteira, possuindo apenas 5,1% do rebanho
caprino leiteiro mundial, porém responsavel pela producdo de 15,6% de leite de
cabra (ESCARENO et al, 2012).

A andlise da evolucdo da producdo mundial de leite de cabra num periodo
recente mostra que o comportamento do mercado do leite apresenta padrdo de

crescimento muito semelhante ao crescimento do rebanho caprino. Nos ultimos
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cinco anos, a producao de leite de cabra no mundo teve uma taxa de crescimento de
1,6% ao ano (ressalte-se que a taxa de crescimento do rebanho girou em torno de
1%). Portanto, assim como o rebanho, em 2016 prevalecera uma tendéncia de baixo
crescimento da producéo mundial de leite de cabra. (MAGALHAES et al., 2016)

A criacdo de cabras para a producao de leite comecou no Brasil na década de
70, quando produtores interessados se reuniram em Belo Horizonte para discutir a
atividade e fundaram a primeira associacao brasileira dos criadores de cabra leiteira
(FONSECA; BRUSCHI, 2009). Atualmente, a caprinocultura leiteira é considerada
um setor do agronegocio brasileiro, com uma producdo aproximada de 140 mil
toneladas/ano, sendo o pais com maior producdo de leite de cabra da América do
Sul (FAO, 2010).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o
rebanho nacional de caprinos em 2014 alcancou 8.851.879 cabecas, considerado o
22° rebanho mundial de caprinos. O Nordeste possui aproximadamente 92% do
rebanho caprino do pais, porém participa com pouco mais de 26% da producao de
leite de cabra e com 17% do total comercializado. De acordo com Cordeiro &
Cordeiro (2009), pelo tamanho do rebanho existente e potencial de exploracéo, o
Nordeste brasileiro apresenta ainda um pequeno aproveitamento de seu potencial
de produgcédo de leite de cabra e derivados, havendo necessidade de mais
programas e incentivos para se alcancar um grande desenvolvimento do setor.

N&o apenas a Regiao Nordeste do Brasil contribui com a producéo de leite de
cabra. Existem outras bacias leiteiras ja sedimentadas nas regifes Sudeste e Sul do
Pais. No Sudeste a expressao produtiva se concentra nos Estados de Minas Gerais
e Rio de Janeiro, e no Sul, o Rio Grande do Sul é o destaque de producéo de leite
de cabra. Nestes Estados, a maior totalidade do leite produzido tem como destino as
usinas de pasteurizacéo e/ou producéo de queijos finos para determinada populacao
com maior poder financeiro. Contudo, nestas bacias leiteiras, a exemplo do
Nordeste, a producéo de leite de cabra tem origem em sistemas de producéo do tipo
familiar ou por pequenos produtores (HOLANDA JUNIOR et al., 2008). De acordo
com Borges (2003), apesar de dispor de apenas 3,5% do efetivo caprino do Brasil, a
Regido Sudeste destaca-se pela representatividade de seus estados no agronegdcio
caprino leiteiro, tanto pela producdo comercial (21% do total produzido no pais)

quanto pela participacdo no mercado do leite de cabra e seus derivados.
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Acrescenta que a producéo de leite de cabra na regido Sudeste do Brasil
caracteriza-se pelo uso de sistemas de producgéo intensivos confinados, na sua
grande totalidade em pequenas areas proximas das regibes metropolitanas e
centros urbanos. Nesses sistemas, animais de racas leiteiras especializadas
(Saanen, Alpina e Toggenburg) ou mesticos destas racas sdo mantidos em areas
restritas ou galpdes, sendo toda a alimentacao fornecida no cocho (BORGES, 2003).

Em termos de tendéncia nota-se uma diminuicdo do rebanho de caprinos no
periodo de 2005 a 2014: analisando-se os ultimos dez anos, percebe-se que o
rebanho reduziu em aproximadamente 14%. Entretanto, a partir de 2012 o rebanho
caprino vem mostrando uma recuperacéo de 2,4% no efetivo (MAGALHAES et al.,
2016).

No Brasil o leite de cabra vem conquistando crescente mercado, tanto na
forma de leite pasteurizado, pasteurizado congelado, como na forma de leite em pé
e em embalagens tetrapak tipo longa vida UHT, esterilizado e aromatizado e outros
produtos industrializados como queijo (frescal, boursin, moleson, chevrotin), iogurte,
sorvetes e cosméticos (CORDEIRO;CORDEIRO, 2009). Tal fato € fundamental para
gue sejam oferecidos produtos diferenciados no comércio, desmistificando o leite de
cabra como produto pouco palatavel (COSTA et al., 2009).

Apesar do leite de cabra apresentar caracteristicas favoraveis aos
consumidores e estar em crescente expansdo, a caprinocultura leiteira ainda
enfrenta varios desafios de producao. A obtencao de leite de cabra com qualidade e
seguranca depende diretamente da manutencdo de condi¢ces higiénico-sanitarias
adequadas na obtencdo da matéria-prima, no Seu processamento e
comercializacdo. (RIBEIRO; RIBEIRO 2010).

A exploracdo de caprinos leiteiros desenvolve-se em quase todos o0s
municipios brasileiros, com o incentivo de a¢des conjuntas de governos estaduais,
instituicbes de pesquisa e criadores. Entretanto, a sua baixa qualidade do leite
produzido e a de seus derivados, comprometem o produto final. A producédo e o
beneficiamento exigem cuidados higiénico-sanitarios e de manejo para reduzir ao
maximo a contaminacdo microbiana e quimica (ALVES, 2011). Além disso, a
producdo ainda € baixa quando comparada a de outros paises, 0 que esti
relacionado a precariedade da tecnologia aplicada, aliada a n&o utilizacdo de

padrées de qualidade para os produtos caprinos (AMARAL et al., 2011).
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2.2 CARACTERISTICAS E ASPECTOS NUTRICIONAIS DO LEITE DE CABRA

O leite de cabra é um alimento de alto valor nutritivo, com os elementos
necessarios a nutrichio humana, como acUcar (lactose), proteinas, gorduras,
vitaminas, ferro, calcio, fésforo e outros minerais (COSTA, 2008). Ocupa lugar de
destaque dentre os alimentos de origem animal utilizados na alimentagédo humana,
uma vez que fornece também calorias e aminoacidos essenciais em propor¢coes
iguais ou superiores aos recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
(GOMES et al., 2004).

Esse apelo é justificado por suas caracteristicas nutricionais e ainda possui
diversas vantagens terapéuticas, podendo ser consumido sem efeitos negativos por
pessoas que possuem alergias ou outros problemas gastrointestinais (HAENLEIN,
2004; PARK, 2007; RIBEIRO; RIBEIRO, 2010). Suas proteinas sao mais
rapidamente digeridas e os amino&cidos sao absorvidos com maior eficiéncia do que
aminoéacidos do leite de vaca (JENNESS, 1980; JANDAL, 1996).

Pode-se observar uma similaridade do leite de cabra com o leite de vaca em
sua composicdo bésica, porém o leite caprino apresenta melhor digestibilidade,
maior capacidade tamponante e valores terapéuticos na pediatria, na
gastroenterologia e na nutricdo humana (ZAMBOM, 2003).

Ao contrario do leite de vaca, que é ligeiramente acido, o leite de cabra tem
natureza alcalina, uma grande vantagem para pessoas com problemas de acidez
estomacal. Esta alcalinidade se deve a maior quantidade de proteina e a um arranjo
diferente de fosfatos (SAINI; GILL 1991). O leite de cabra possui predominio de -
caseina e maior quantidade de K-caseina e aSl-caseina; ainda, o lactosoro
apresenta uma menor quantidade de albumina sérica e lactoalbumina, o que
representa uma grande vantagem para pessoas alérgicas ao leite de vaca, que é
uma condi¢éo considerada comum e acomete cerca de 2,5% das criangas durante
os trés primeiros anos de vida (BUSINCO; BELLANTI, 1993).

Em relacdo ao tamanho dos globulos de gordura do leite de cabra e de vaca,
eles se apresentam bem diferentes. Os glébulos de gordura no leite caprino sao
caracteristicamente abundantes no diametro inferior a 3,5 ym e, aproximadamente,
65% apresentam diametro de 3,0 ym. O menor didmetro dos glébulos de gordura,

bem como uma melhor distribuicho na emulsdo lipidica, tem uma influéncia
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significativa sobre a digestibilidade no organismo humano. Por essa razao, o leite
caprino tem maior digestibilidade e sofre metabolismo lipidico mais eficiente no trato
intestinal humano em comparacdo com leite bovino. O menor diametro, maior
namero e melhor distribuicdo dos globulos de gordura no leite caprino apresentam
também um impacto tecnolégico (CHACON VILLALOBOS, 2005; PARK et al., 2007).

Outra diferenca significativa entre lipidios do leite de cabra e de vaca esta na
composi¢cdo dos seus acidos graxos. O leite caprino possui elevados teores de
acidos graxos de cadeia curta e meédia, tais como o acido butirico, capréico,
caprilico, caprico, laurico e miristico, contendo em média 35% de acidos graxos de
cadeia média, enquanto o leite bovino contém em média apenas 17% desses acidos
graxos. Os acidos capréico, caprilico e caprico constituem 20% da todos os acidos
graxos no leite de cabra (HAENLEIN, 2004).

Os éacidos graxos de cadeia curta e de cadeia média, bem como o0s
triacilglicerdis de cadeia média se estabeleceram em tratamentos médicos para uma
série de disturbios clinicos, tais como sindromes de ma absorcédo, desnutricdo
infantil, alimentacdo de bebés prematuros, fibrose cistica, esteatorreia e calculos
biliares, devido a capacidade exclusiva metabdlica desses acidos graxos de fornecer
energia diretamente, ao invés de serem depositados no tecido adiposo bem como a
capacidade deles de reduzir o nivel de colesterol sérico e de inibir a deposicdo de
colesterol nos vasos sanguineos. O leite de cabra também possui elevada
quantidade de acidos graxos monoinsaturados e acidos graxos poliinsaturados, os
qguais sdo conhecidos por serem benéficos para a salde humana, especialmente
para as doencas cardiovasculares (ibid).

As proteinas do leite caprino possuem maior digestibilidade quando
comparadas ao leite de vaca. A acao da protease do leite de cabra no estbmago €&
mais rapida, devido a sua menor quantidade da fragdo asl-caseina. (HAENLEIN,
2004; PARK, 2006). Essa fracdo é responsavel pela maioria das alergias associadas
ao leite de vaca. Por essa razdo, na maioria dos casos, pessoas alérgicas ao leite
bovino respondem bem ao leite caprino (CHACON VILLALOBOS, 2005, HAENLEIN,
2004). Outra caracteristica relacionada aos baixos niveis desta proteina é a
producédo de coalhos mais fracos e menos compactos que os do leite de vaca, sendo
facilmente digeridos no estbmago (AMARAL et al., 2011).
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O conteudo mineral do leite de cabra é superior ao do leite bovino, contendo
mais calcio, fésforo, potassio, magnésio e cloro, e menos sodio e enxofre. Devido ao
maior teor de potassio e do sodio, o leite de cabra tem um sabor especifico
ligeiramente salgado (BOZANIC et al., 2002). Além disso, apresenta maior
biodisponibilidade de ferro (AMARAL et al., 2011).

O leite de cabra ndo possui 0 pigmento [-caroteno conhecido como
provitamina A, que origina a cor amarela no leite de vaca, em compensacao tem em
sua composicao teores elevados de vitamina A, evitando-se doencas degenerativas
na visao, reproducao, pele e perda de fungdes organicas (ROCHA, 2007). Possui
um gosto tipico que, dependendo de onde 0s animais estdo instalados e da
alimentacdo que recebem, pode se apresentar mais forte, muitas vezes indesejavel.
N&o apresenta nenhum cheiro tipico ou desagradavel, mas se o apresentar € devido
as més condi¢bes de higiene. O mau cheiro, denominado hircino, é transmitido pelo
bode quando este se encontra perto das cabras em lactacdo, impregnando-as, e
podendo transmiti-lo diretamente ao leite (QUADROS, 2008).

Sabe-se que fatores genéticos, fisioldgicos, climaticos e principalmente de
origem alimentar, podem afetar as caracteristicas quimicas, fisicas e as
propriedades do leite caprino. Porém, ainda existem lacunas de informacdes sobre a
composicdo quimica desse alimento, sobretudo em relagdo a influéncia da raca,
mesticagem, ambiente, alimentacédo e periodo de lactacdo (COSTA et al., 2009).

No Brasil, a Instrucdo Normativa n° 37 (IN37/2000)(BRASIL, 2000)
regulamenta as condi¢cbes de producédo e identidade, além dos requisitos minimos
de qualidade do leite de cabra destinado ao consumo humano. Foram estabelecidos
como padrdées minimos 2,8% de proteina bruta, 4,3% de lactose, 8,2% de solidos
nao gordurosos e 0,7% de cinzas.

O reconhecimento mundial das propriedades nutricionais e funcionais do leite
de cabra por médicos, pesquisadores e consumidores em geral, € unanime, o que
permite a esse alimento a validacéo funcional (ROCHA, 2007). Pela sua constituicao
€ considerado uma o6tima alternativa de substituicdo para pessoas com alergia ao
leite de vaca e para pessoas em busca de uma alimentagdo saudavel. Além disso, a
industrializacdo do leite de cabra aumenta as op¢des de fornecimento deste produto,
atingindo as necessidades do consumidor o qual estd cada vez mais informado,

exigente e voltado ao consumo de produtos naturais, nutricionais e de alto valor
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agregado. Se todos os elos da cadeia produtiva estiverem em consonancia, o
produto final estard dentro dos requisitos de seguranca alimentar, conquistando do
consumidor a confiabilidade e melhor competitividade no mercado (AMARAL et al,
2011).

2.3 MASTITE CAPRINA

A mastite é uma enfermidade responsavel pelos maiores prejuizos
econdmicos a producédo leiteira, uma vez que causa queda na producdo de leite,
tanto pela reducdo da quantidade quanto pelo declinio dos indices qualitativos ou
até pela perda de fungéo da glandula maméria acometida (RIBEIRO et al., 2003).

O desencadeamento da mastite esta vinculado a complexa triade: animal
(hospedeiro), agente etiologico e meio ambiente. Os fatores determinantes que
influenciam na susceptibilidade dessa doenca incluem: resisténcia natural da
glandula maméria, estagio de lactacdo, hereditariedade, idade, infectividade e
patogenicidade do agente, ordenha, manejo, clima e nutricio (PRESTES et al.,
2002)

Mastite € a denominagdo do processo inflamatorio da glandula mamaria.
Pode ser de origem toOxica, traumatica, alérgica, metabdlica e infecciosa,
destacando-se as de origem bacteriana. Sua etiologia é complexa e multivariada, o
gue torna necessaria a identificacdo dos microrganismos que causam a infeccéo da
glandula mamaria, tanto para o controle e a prevencdo, quanto para O
monitoramento dos rebanhos (RIBEIRO et al., 2003). Os patdgenos causadores de
mastite sdo classificados em dois grupos diferentes: contagiosos e ambientais. Os
contagiosos necessitam do animal para a sobrevivéncia, com multiplicacdo na
glandula mamaria, canal do teto ou sobre a pele. Os patégenos ambientais séo
oportunistas, estao presentes no ambiente em que o animal vive e a infec¢cdo pode
ocorrer no periodo entre ou durante as ordenhas (COSTA, 1998; FREITAS et al.,
2005).

Pode ser classificada como clinica ou subclinica (RIBEIRO et al., 2003). A
mastite clinica apresenta sinais evidentes como edema, aumento da temperatura,
endurecimento e dor na glandula mamaria, além da presenca de grumos, pus ou
qualquer alteracdo das caracteristicas do leite (FONSECA; SANTOS, 2000). Na

forma subclinica ndo ocorrem alteracbes macroscopicas e sim na composicao do
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leite, portanto ndo ha sinais visiveis de inflamacdo do Ubere (CULLOR et al., 1994;
RIBEIRO et al., 2003).

Levantamentos de pesquisa demonstram que a mastite do tipo subclinica
predominante nos rebanhos de pequenos ruminantes, cuja a frequéncia esta entre
22 e 75% (LIMA JUNIOR et al., 1995; PEIXOTO et al., 2010). Em contrapartida, a
mastite com evidéncias clinicas apresenta-se em niveis abaixo de 5%, podendo
alcancar maiores taxas em determinadas situacdes (CONTRERAS et al. 2007).

Em pequenos ruminantes, principalmente cabras exploradas para a producao
de leite, a mastite € um grande problema por aumentar os custos da producéo e
pelos riscos a saude publica. A forma subclinica representa uma preocupacao
principalmente em regides onde nao se dispbe de pessoal e equipamentos
especializados, uma vez que a grande quantidade de células epiteliais e particulas
anucleadas presentes no leite interferem significativamente nos testes de rotina

utilizados para sua deteccao (SILVA et al., 2001).

Os principais microrganismos isolados de casos de mastite subclinica em
caprinos no Brasil sdo os Staphylococcus spp. (LANGONI et al., 2006; ALMEIDA et
al., 2013). Uma das principais caracteristicas da mastite diz respeito a diversidade
de agentes com potencial patogénico. Dentre estes, destacam- se os SCN, que para
outras espécies animais sdo considerados patdégenos menores. Tém-se ainda
Staphylococcus coagulase positiva (SCP), Streptococcus spp., bacilos gram
positivos, Mycoplasma spp. € 0s agentes ambientais, como as enterobactérias
(PEIXOTO et al., 2010; DAL POZZO et al., 2011).

Dentre as espécies de SCN prevalentes na espécie caprina, pesquisas
demonstram maior ocorréncia de S. caprae, enquanto que S. epidermidis esta
associada, na maioria das vezes, com elevadas CCS em cabras, ndo sendo o
mesmo fato observado para o S. caprae (BERGONIER et al. 2003).

O isolamento de SCN geralmente esta associado a auséncia de sinais
clinicos evidentes. Contudo, podem causar infec¢des persistentes, as quais resultam
em maiores CCS, tendo como principal consequéncia a diminuicdo da qualidade do
leite. Além disso, 0 surgimento da resisténcia antimicrobiana € mais comum entre as
espécies de SCN, que também podem causar injurias ao tecido mamario
ocasionando queda da producéo de leite (TAPONEN; PYORALA, 2009). Embora os

SCN sejam considerados patdogenos maiores da mastite em pequenos ruminantes,
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0S mecanismos de patogenicidade nos quadros subclinicos da enfermidade ainda
sao desconhecidos (CONTRERAS et al., 2007).

O S. aureus destaca-se como agente causador da mastite do tipo contagiosa,
sendo seu tratamento dificil, devido a elevada resisténcia (FAGUNDES; OLIVEIRA,
2004). Esse microrganismo tem papel importante sob o ponto de vista de saude
publica, relacionado-se a toxinfecgbes alimentares em diversos paises. A
enterotoxina termoresistente produzida e liberada por esse agente ocasiona a
intoxicacao estafilococica e constitui a causa mais frequente de surtos de doencas
transmitidas por alimentos (DTA) em muitos paises. Os sintomas estdo associados a
nauseas, vomitos, dor abdominal e diarreia, além de dor de cabeca e queda da
pressdo arterial (BORGES et al.,, 2008). Vale salientar que essa toxina resiste ao
processo de pasteurizacao por ser termorresistente (BORGES et al., 2008).

Espécies do género Streptococcus comumente isoladas de Uberes infectados
sdo S. agalactiae, S. uberis e S. dysgalactiae (SHEARER; HARRIS, 2003), e dentre
os bacilos Gram negativos, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa sao
prevalentes (CONTRERAS et al., 2001), enquanto Clostridium perfringens é descrito
na menor parte das ocorréncias de mastite em pequenos ruminantes (RIBEIRO et
al., 2007).

Outros microrganismos que podem ser encontrados causando mastite em
cabras sdo o Corynebacterium spp e Mycoplasma spp. As principais espécies do
género Mycoplasma comumente relacionadas com casos de mastite compreendem
M. agalactiae, M. mycoides subsp. capri, M. capricolum, e M. putrefaciens
(MADANAT et al., 2001; VILEI et al., 2006).

Para o controle da mastite caprina, € importante que exista um programa
voltado para o diagnéstico e monitoramento constante da criagdo (CHAPAVAL;
PIEKARSKI, 2000). Dentre as medidas que compdem um programa basico de
controle de mastite merecem destaque: a identificacdo e o tratamento de todas as
cabras no periodo seco; a identificacdo e o tratamento imediato dos casos clinicos; a
manutencdo e o funcionamento adequado do sistema de ordenha; o correto manejo
da ordenha com énfase na desinfec¢cdo dos tetos ap0s a ordenha; a separagédo e o
descarte de cabras com mastite cronica; e a correta higienizagdo da area de
permanéncia dos animais. (CHAPAVAL, 2008).
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7

O diagnéstico da mastite € realizado utilizando alguns métodos, tais como:
exame clinico, Califérnia Mastite Teste (CMT), CCS e exame microbioldgico.

O exame clinico é realizado considerando-se 0s sinais clinicos, atraves da
inspecéo e palpacdo da glandula mamaria, observacdo de aparecimento subito de
febre, perda de apetite, apatia, dispneia e relutdncia em se locomover, além das
alteracdes visiveis no ubere, como vermelhiddo e sensibilidade ao toque. Contudo,
esse meéetodo nao pode ser utilizado como unica ferramenta, devendo estar
associada a lactocultura (NUNES et al., 2008). Como a maioria das mastites
caprinas € subclinica, ou seja, ndo é possivel diagnostica-la pelo exame clinico, ha
necessidade da realizacao de outros testes.

O CMT €& um dos testes mais aplicados e praticos para o diagnostico da
mastite subclinica, devendo ser realizado antes da ordenha, logo apés o descarte
dos primeiros jatos de leite. Seu principio baseia-se na estimativa da contagem de
células somaticas do leite. Para tal, utiliza-se um detergente anidnico neutro que
atua rompendo a membrana das células somaticas e libera o material genético,
apresentando alta viscosidade. Ha formacdo de um gel que tem a sua consisténcia
graduada em escores aritméticos, sendo 0 a 3 para as reacdes negativas (sem
reacdo entre o reagente e o leite), 1+ (fracamente positiva), 2+ (positiva) e 3+
(fortemente positiva). Sua desvantagem é estimar o conteddo de células de forma
subjetiva, o que exige do operador discernimento na leitura e interpretacdo dos
resultados. (BRITO et al., 2009).

Devido a fisiologia da glandula maméria da espécie caprina e para evitar
resultados falsos positivos, o CMT deve ser utilizado como teste de triagem. Dessa
forma, outros testes diagndsticos, como o0 exame microbioldégico, devem estar
associados com o CMT para avaliar a saude da glandula mamaria (SILVA et al.,
2001; BEZERRA et al., 2006).

Até recentemente, a identicacdo bacteriana se baseou principalmente nos
demorados métodos fenotipicos convencionais, sistemas comerciais ou
automatizados que frequentemente nao distinguiam a expressao variada de algumas
caracteristicas dos Staphylococcus e técnicas baseadas em sequenciamento de
genes especificos, como a PCR (COUTO et al.,, 2001; KONTOS et al.,, 2003;
CAIERAO et al., 2010). Nos ultimos anos o sistema baseado na ionizacdo de

material amostral co-cristalizado (composicdo proteica de células bacterianas)
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conhecido como MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
light mass spectrometry) tem emergido como uma rapida alternativa de identifcacao
bacteriana (MURRAY, 2012). Os ions formados por feixes de laser curtos sao
acelerados e seu tempo de voo medido em um tubo de vbéo a vacuo, resultando em
um espectro de massa bacteriano (CROXATTO et al., 2012). Contudo, o paradoxo
entre o fato de que os sistemas automatizados podem néo detectar pequenas
diferencas nos SCN, discriminadas pela metodologia convencional, pode ndo ser
solucionado ou atenuado por este sistema, pois seu principio € baseado no perfil de
proteinas especificas, bastante similar a um método de identificagcdo molecular como
0 sequenciamento do rDNA 16S (SANTOS et al., 2012).

O exame microbioldgico do leite é considerado o teste padrdo ouro para o
diagnoéstico das infec¢des intramamarias, no entanto, a CCS constitui a base das
técnicas de diagndstico indireto das mastites em todas as espécies de ruminantes
leiteiros (MOTA, 2008).

A CCS na secrecao lactea € um método que tem sido muito utilizado nos
altimos anos como referéncia da saude do ubere e da qualidade microbiologica do
leite caprino, sendo base para programas de sanidade de rebanhos e como fator
para remuneragdo extra ao produtor que comercializa o leite caprino com baixa
CCS. Esse exame pode ser realizado em equipamentos automatizados, tanto por
contadores de particulas, quanto através de contadores baseados em citometria de
fluxo, como o “Somacount” ou o “Fossomatic” (GOMES et al., 2004), possibilitando a
andlise de grande niumero de amostras e a reducdo do custo. A citometria de fluxo
baseia-se no principio da contagem de DNA do nucleo de células coradas, refletindo
fluorescéncia em exposicao a um raio laser (VIGUIER et al, 2009). Outro método de
contagem € obtido pelo exame microscopico de laminas coradas, mas € laborioso,
caro, e ndo permite automacao (BRITO et al., 2009).

O leite de cabra apresenta altos teores de células somaticas, ocasionada pela
descamacéao do epitélio alveolar devido a processos fisioloégicos. Essas células séo
encontradas no leite e se originam do sangue e da glandula mamaria dos animais. A
maioria destas células passa do sangue para a cisterna da glandula mamaria em
resposta a um estimulo e uma pequena propor¢cdo desprende-se da glandula a
medida que envelhecem. Essas Ultimas sdo conhecidas como células epiteliais. As

células que se originam do sangue, células brancas ou leucdcitos, possuem a
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capacidade de defender o animal de agressdes externas, causadas por
microrganismos, traumas e substancias quimicas (SOUZA et al., 2007).

As células somaticas presentes no leite compreendem as células epiteliais
dos alvéolos (2 a 20% do total), sendo as demais (80 a 98%) conhecidas como
células de defesa (leucadcitos, principalmente neutrofilos, linfocitos e macrofagos). As
células de defesa estdo geralmente presentes em pequeno numero, mas em
presenca de inflamacdo podem alcancar contagens de milhdes/mL de leite. A taxa
de mastite dos rebanhos pode ser estimada com base na CCS, de acordo com
estudos realizados em varios paises (BRITO et al., 2009).

A cabra se diferencia dos demais ruminantes domésticos em virtude de seu
particular tipo de secrecao lactea, predominantemente apocrina, nesse caso, ocorre
desprendimento da porcao distal das células epiteliais alveolares no limem sob a
forma de particulas citoplasmaticas de tamanhos varidveis e com morfologia
semelhante a leucdcitos. Isso pode induzir a erros de interpretacdo durante a
realizacdo de técnicas de avaliacdo da celularidade do leite de animais dessa
espécie (MADUREIRA et al.,, 2010). Essas particulas sdo anucleadas em sua
maioria (PAAPE; CAPUCO, 1996) e correspondem a 35% dos elementos celulares
observados no leite de cabras (SIERRA et al., 1999). Tais particulas estdo ausentes
no leite de vaca (GONZALO, 1995), o que aumenta aparentemente a concentracao
de leucocitos no leite de fémeas caprinas, quando sao utilizados os métodos
tradicionais de contagens celulares para o leite de vacas (SILVA et al. 1996). Este
fato salienta a importancia da padronizacdo e adogdo de técnicas de contagens
celulares especificas para caprinos.

Varios fatores podem influenciar a CCS, mas, especialmente a presenca de
infeccbes intramamarias, tornando-se um indicador bastante confiavel de sanidade
da glandula maméria. Porém, em cabras, a maior parte das varia¢cdes da CCS (mais
de 90%) ndo é devida a infec¢gBes intramamarias, sendo que os fatores que mais
contribuem para a alteracdo da contagem, na auséncia de infeccéo, sdo: estagio de
lactacdo, més do ano, manejo, numero de partos, numero de lactacbes de cada
animal, producéo de leite e principalmente pelo estado de infeccdo em que se
encontra a glandula mamaria (WILSON et al., 1995; MARTH; STEELE, 2001). Nas
fases finais de lactagcdo e nas fémeas com maior numero de paricdes, a CCS
apresenta-se mais elevada (SOUZA et al., 2009; KOOP et al., 2011). Estudos estéo
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sendo realizados ao longo de anos para estabelecer um padrédo de CCS em cabras
ndo infectadas, porém muitos fatores interferem na interpretacdo dos resultados,
como: numero de lactacdes, estagio de lactacdo, época do ano, manejo e tipo de
ordenha (ANDRADE, 2001).

A alta CCS no leite reduz a qualidade e o rendimento dos produtos lacteos,
assim como a vida de prateleira. O aumento na CCS do leite esta relacionado com
alteracdes nos componentes do leite, como reducdo dos teores de lactose, gordura,
caseina, calcio e fosforo, aumento da albumina sérica e acidos graxos livre de
cadeia curta, e incremento da atividade proteolitica e lipolitica no leite. Além disso,
possui atividade enziméatica elevada, resultando em maior protedlise e lipdlise, que
sao processos importantes de deterioracdo do leite cru durante o armazenamento. A
lipélise é espontanea, quando causada por enzimas naturais no leite (lipases), ou
induzida, quando causada por enzimas lipoliticas originadas de células sométicas ou
bactérias (GARGOURI et al., 2013).

Apesar da importancia da CCS no leite, a Instrugcdo Normativa n°® 37 de
31/10/2000 do Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
especifica sobre leite de cabra, ndo estabelece um valor critico determinante da
CCS, sendo importante o estudo da determinacdo de valores médios que
estabelecam um parametro adequado (BRASIL, 2000). Observa-se que quando o
namero destas células no leite encontra-se elevado, o processo de filtragem e
sintese € modificado, levando a alteragbes na composicdo, causando Sérios
prejuizos a industria de laticinios (PIRISI et al., 2007). Além disso, a globalizacdo
dos mercados indica que medidas regulamentares neste sentido sao iminentes. No
entanto, para que essas medidas sejam adequadas e justas com o setor de
caprinocultura leiteira, € necessario que estudos sobre o comportamento deste
parametro em relagdo aos rebanhos nacionais sejam realizados para a
determinacdo de limites que estimulem o setor a produzir matéria-prima de boa
qualidade (MAGALHAES, 2005).

Segundo Zeng (1996), ndo € rara a ocorréncia de cabras com contagens
superiores a 1.000.000 células/mL e, essas altas contagens acentuam-se ao final da
lactacdo, mesmo com auséncia de infec¢des intramamarias. Chapaval (2008)
considera saudaveis valores menores que 1.000 CCS/mL, até 2.000 infeccéo fraca e

acima de 1.500.000 como sinal de infeccdo. Neves et al. (2010), trabalhando com
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cabras leiteiras no semiarido da Paraiba, verificou uma média de CCS em amostras
positivas no exame microbiolégico de 1,49x10° células/mL. Porém, a CCS no leite de
vacas livres de infec¢do intramamaria €, em geral, inferior a 200.000 células/mL de
leite e no leite de cabras n&o infectadas, inferior a 400.000 células/mL (NATIONAL
MASTITIS COUNCIL, 1999; ARCURI et al., 2004). Essas diferengcas quanto aos
valores de CCS ocorrem principalmente pela grande quantidade de componente
apocrino na secrecao do leite de cabras.

Trabalhos verificaram que a contagem de células somaticas aumenta com o
avancar da lactacdo (GOMES et al., 2004). Esse fato também foi observado nas
primeiras semanas pos-parto (PARK; HUMPHREY, 1986), mas houve diminui¢do da
CCS durante o periodo de maxima producéo de leite, voltando a aumentar até o final
da lactacdo (MADUREIRA et al., 2010).

2.4 QUALIDADE DO LEITE DE CABRA

O leite de cabra vem conquistando consumidores mundialmente por ser um
alimento rico em vitaminas A e D e fésforo, possuir uma maior quantidade de calcio
e menos colesterol, além de apresentar particulas de gordura menores que o leite de
vaca, propiciando melhor digestitibilidade. Ainda € indicado na alimentagdo de
pessoas alérgicas ao leite de vaca, por possuir pequenas quantidades de caseina, e
n&o apresentar a R-lactoglobulina (CHAPAVAL; MAGALHAES, 2009).

A gqualidade do leite é necesséria para o crescimento do mercado e producao
de derivados, sendo estas condicbes definidas por parametros de composicéo
quimica, caracteristicas fisico-quimicas e higiene. A presenca e 0s teores de
proteina, gordura, lactose, sais minerais e vitaminas determinam a qualidade da
composicdo que, por sua vez, € influenciada pela alimentacdo, manejo, genética e
raca do animal. Fatores ligados a cada animal, como o periodo de lactacéo, o escore
corporal ou situacdes de estresse também sdo importantes quanto a qualidade
composicional (BRITO et al., 2009). Préaticas adequadas de higiene, manipulacdo e
manejo, desde a obtencdo do leite até sua comercializacdo, sdo de fundamental
importancia para garantir qualidade e seguranca alimentar ao mercado consumidor
(MAGALHAES, 2005).
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Um dos parametros utilizados para avaliar a qualidade microbiolégica do leite
€ a CBT (BAVA et al., 2009). O valor da CBT acima dos limites tolerados pela
legislacao € indicativo de deficiéncia na limpeza e higienizacédo dos equipamentos de
ordenha, do sistema de refrigeracédo, das tetas e também da presenca de mastite. A
CBT esta relacionada com a composicdo do leite, principalmente nas concentracdes
de gordura, proteina, lactose e sélidos totais (BUENO et al., 2008), e que resultam
em alteracdes nos produtos fabricados pela industria. Em leites com elevada CBT, a
fermentacao da lactose por bactérias produz acido latico, causando a acidez, a qual
ainda é um dos problemas enfrentados pelos laticinios. A producdo de enzimas
extracelulares, como lipases e proteases de origem microbiana, alteram o sabor e 0
odor, levando a perda de consisténcia na formacédo do coagulo para fabricacdo do
queijo e a gelatinizacao do leite longa-vida (FONSECA; SANTOS, 2001).

Algumas causas provaveis de reducdo da qualidade do leite sdo as infec¢cbes
intramamarias, os residuos (cama, solo, esterco e barro) que ficam aderidos ao
Ubere, tetos e equipamento de ordenha (ARCURI et al., 2006) e as falhas no pré e
pos-dipping associadas ao uso inadequado de desinfetantes (CAVALCANTI et al.,
2010; LACERDA et al.,, 2010). Além dessas, a higienizacdo inadequada das
superficies de contato e a temperatura inapropriada de resfriamento tornam os
equipamentos de ordenha e resfriamento veiculadores de bactérias no leite,
proporcionando ambiente favoravel para a formacdo de biofiimes e aumento da
CBT.

A avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas do leite é de fundamental
importancia para verificar o seu estado de conservagcédo, e consequentemente, a
qualidade do leite. Também é utilizado para considerar a possibilidade da ocorréncia
de fraudes econOmicas e estabelecer base para pagamento (AGNESE et al., 2002).
Dentre as analises fisico-quimicas pode-se citar: densidade, gordura, acidez,
crioscopia, extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado (ESD), lactose,
proteina, pH e condutividade.

De acordo com a IN37/2000, a densidade a 15°C do leite de cabra pode variar
de 1.028 a 1.034 (BRASIL, 2000), podendo ser influenciada pela estagdo do ano,
estado fisiolégico e a raca do animal. A densidade é o peso especifico do leite e o
seu resultado depende da concentracdo de elementos em solucdo e da

porcentagem de gordura. Esse teste € utilizado para detectar adulteracdo do leite,
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uma vez que a adi¢do de agua causa diminuicdo da densidade, enquanto a retirada
de gordura e a adicdo de amido resultam em aumento da densidade (FONSECA;
SANTOS, 2007). Também pode ocorrer variacdo do seu valor de acordo com o
tempo decorrido ap0s a ordenha, pois quanto mais frio, maior a densidade. Esse
processo acontece devido a solidificacdo da gordura, hidratacdo das proteinas e
perdas de CO® A homogeneizacdo é outro fator que interfere nessa andlise
(FAGUNDES, 1997).

Existem causas de variagbes normais da densidade, ndo afetando a
qualidade, como por exemplo, a composi¢do do leite em relacdo ao teor de gordura,
valor proteico e a temperatura no momento da determinacao (AGNESE et al.,2002).

Alguns fatores como o estagio de lactacdo, fatores nutricionais e raca
influenciam na concentracdo de gordura, sendo o0 constituinte do leite que possui
maior variagdo. Contudo, a raca € um fator limitante, tanto que a legislacéo
brasileira estabelece “teor original” de gordura para o leite de cabra integral, no
entanto sdo admitidos valores inferiores a 2,9% mediante comprovacdo de que o
teor médio de gordura de um determinado rebanho nao atinge esse nivel (BRASIL,
2000; OLIVEIRA et al., 2005). Pesquisas demonstram que os teores de gordura e
proteina sdo os principais constituintes que sofrem influéncia do perfil racial. Ferreira
e Queiroga (2003) trabalhando com quatro gendétipos (Anglo Nubiano, Parda Alpina,
British Alpine e Saanen) encontraram valores médios de gordura, proteinas, solidos
totais e minerais onde estes sofreram influéncia significativa com as racas
estudadas, o que n&do aconteceu com os teores de lactose sendo a ragca Anglo
Nubiana a que apresentou 0os maiores valores.

Segundo Siqueira (2007), o tipo de alimentacéo talvez seja um dos principais
fatores que influenciam a quantidade de gordura, pois o consumo adequado de
volumoso também garante um teor normal de gordura no leite, uma vez que com a
fermentacdo da fibra no ramen sdo produzidos os acidos acético e butirico, dos
quais € formado no ubere 50 % da gordura no leite.

A acidez do leite deve-se a presenca de caseinas, fosfatos, albumina, diéxido
de carbono e citratos (PEREIRA et al., 2001). A IN-37/2000 estabelece para o leite
de cabra valores minimos e maximos de 13 e 18°D (°Dornic), respectivamente
(BRASIL, 2000). No momento da ordenha, a acidez pode oscilar entre 12 e 14°D,

podendo variar em funcéo do periodo de lactacdo (LUQUET, 1991). Jenness (1980)
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ressalva que o leite de cabras apresenta-se mais acido que o de vaca, devido as
diferencas entre os grupos carboxilicos das duas espécies, podendo o leite de cabra
variar de 11 a 18°D. Segundo Queiroga (2004), este indice também é utilizado como
indicador do estado de conservacdo do leite em funcdo da relacdo entre
disponibilidade de lactose e produgcdo de &acido lactico por acdo microbiana que
acarreta no aumento da acidez e diminui¢ao no teor de lactose.

A crioscopia indica a temperatura de congelamento do leite. Essa medicao do
ponto de congelamento € usada como forma de detectar fraude por adicdo de agua.
O ponto de congelamento é determinado, principalmente, pelos elementos soluveis
do leite, em especial a lactose e 0os minerais. (SANTOS; FONSECA, 2007). O leite
de cabra pode apresentar ponto de congelamento entre -0,550 °H a -0,585 °H
(Hortvet) (BRASIL, 2000).

O indice crioscépico, portanto, representa um importante atributo qualitativo
do leite “in natura” e um determinador da autenticidade do leite de consumo. A agua,
além de diluir os componentes naturais do leite, pode representar grande risco de
contaminacdo do mesmo, segundo as condi¢cdes em que foi obtida para a adicdo. O
ponto de congelamento do leite € uma propriedade fisica que apresenta pequenas
variacdes de acordo com o periodo de lactagcdo, estagdo do ano, clima, alimentacéo,
raca animal, doencgas dos animais e processos de pasteurizacdo (lenta ou rapida) ou
esterilizacdo e UHT, estado de conservacdo da matéria-prima, entre outros
(TRONCO, 1997).

O EST é representado pela gordura, agucar, proteinas e sais minerais, sendo
um parametro estratégico do ponto de vista produtivo, uma vez que apresenta
influéncia direta sobre o rendimento dos produtos derivados lacteos (COSTA et al.,
2008). Os teores de EST nédo foram estabelecidos pela legislacdo brasileira para o
leite caprino. O ESD no leite de cabra deve ser no minimo de 8,2% (BRASIL, 2000).

Queiroga et al. (2007) verificaram que com o0 avanc¢o do periodo de lactagéo,
ocorre naturalmente diminuicdo na quantidade de leite produzido, o que possibilita o
aumento relativo de constituintes como gordura e proteina. Isso pode ser justificado
em parte pelo efeito da diluigdo, uma vez que o teor total de solidos varia em funcao
do volume diario de leite produzido.

O teor de lactose é influenciado pelos diferentes niveis de concentrado da

dieta, estando diretamente relacionado a regulacédo da pressao osmoética, de modo
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que maior producao de lactose determina maior producéo de leite (QUEIROGA et
al., 2007). A lactose € considerada o componente mais l4bil diante da acédo
microbiana, pois € um bom substrato para as bactérias, que a transformam em acido
lactico, acidificando o leite (ORDONEZ, 2005). E o constituinte sélido predominante
e menos variavel (FONSECA & SANTOS, 2007). A quantidade de lactose no leite de
cabra deve ser no minimo de 4,3% (BRASIL, 2000).

Assim como a gordura, o teor protéico varia com a espécie, e ¢é influenciado
por raca, estagio de lactacdo, alimentacéo, clima, nimero de partos, época do ano,
e estado de saude do ubere (MENDES et al., 2009). A quantidade de proteina total
do leite de cabra deve ser no minimo de 2,8% (BRASIL, 2000).

Acerca do pH, o leite proveniente de animais com mastite apresentam
comportamento alcalino. Park et al. (2007), descreveram que dentre as
caracteristicas fisico—quimicas do leite, as altera¢cdes mais pronunciadas durante a
mastite ocorrem em termos de pH e condutividade elétrica. A condutividade elétrica
apresenta-se aumentada no leite oriundo de animais com mastite em funcdo da
elevacdo na concentracdo de ions Na e CIl. (PEREIRA et al., 2001; FONSECA;
SANTOS, 2007).

A qualidade do leite produzido no Brasil merece atencao por parte de toda a
cadeia produtiva do leite, pois ainda apresenta problemas como alta CBT, alta CCS
e baixos teores de solidos. A demanda por produtos de origem animal de qualidade
torna-se cada vez mais visada pelo mercado consumidor gerando a busca pela
producdo e processamento de alimentos mais elaborados e com certificacdo de
qualidade garantida. Tal fato ndo é diferente para o leite caprino, o qual necessita da
aplicacdo de métodos de producéo e beneficiamento diferenciados para que sejam
oferecidos produtos de qualidade ao consumidor (RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2008).

2.5 RESISTENCIA DE STAPHYLOCOCCUS SPP. A BETA-LACTAMICOS

Embora mais de 100 espécies de microrganismos tenham sido descritos em
processos infecciosos da glandula mamaria de animais, o género Staphylococcus é
considerado o principal agente causal de mastite em animais de producdo (QUINN
et al., 2005; TAPONEN; PYORALA, 2009) e assume grande preocupacio pelos

profissionais de saude em virtude da emergéncia de microrganismos resistentes
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aos antimicrobiano, dentre os quais se destaca S. aureus resistente a meticilina
(MRSA - Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) (RICH et al., 2005).

A importancia de S. aureus meticilina ou oxacilina resistente aumentou a partir
da década de 80, sendo considerado, atualmente, o maior problema clinico e
epidemiologico em infecgbes hospitalares (PERESI et al.,, 2006). Segundo
Chambers (2001), a meticilina foi preterida para uso em testes laboratoriais de
resisténcia porque a oxacilina € mais estavel ao armazenamento e melhor para
identificar as cepas heterorresistentes, embora se mantenha o termo MRSA por
razdes historicas.

Diversos estudos que abordaram a suscetibilidade a antimicrobianos de
patdgenos da mastite caprina no Brasil apontam para um aumento crescente no
padrdao de resisténcia, principalmente aos beta-lactamicos no tratamento das
infeccdes estafilococicas (LANGONI et al,. 2006; GARINO JUNIOR et al. 2011;
FRANCA et al.,, 2012, SALINA et al., 2015). A resisténcia bacteriana pode ser
transferida por diversos mecanismos, podendo estabelecer-se de modo intra e
interespecifico, entre microrganismos saproéfitas e patogénicos, como também da
microbiota animal para humana e vice-versa (AARESTRUP et al., 2001). O
conhecimento de padrdes de resisténcia aos antimicrobianos é fundamental para o
desenvolvimento de métodos preventivos efetivos para o controle da doenca e para
a elaboracdo de estratégias de tratamento quando necessario (SABOUR et al.,
2004).

Garino Junior et al. (2011) verificaram que amostras de Staphylococcus spp.
isoladas de mastite caprina no semiarido paraibano apresentaram maiores indices
de resisténcia a penicilina e a ampicilina (66,67% e 63,89%, respectivamente). Em
um estudo realizado no Sudeste do Brasil, AlImeida et al. (2013) obtiveram indices de
resisténcia para 0s mesmo antimicrobianos de 56% para SCN. A elevada
prevaléncia de amostras com resisténcia a penicilina e a ampicilina, pode estar
associado ao uso frequente ou mesmo subdosagens desses beta-lactamicos na
terapia da mastite e de outras enfermidades no rebanho, evidenciando a incidéncia
de estirpes resistentes a esse antimicrobiano.

A resisténcia estafilococica aos antimicrobianos beta-lactamicos deve-se
principalmente a dois mecanismos: a producdo da enzima extracelular beta-

lactamase, codificada pelo gene blaZ, e a produgcdo de PBP2a ou PBP2’, uma
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proteina modificada ligante de penicilina de baixa afinidade, codificada pelo gene
mecA. O gene blaZ geralmente esta alocado em plasmideos, podendo também ser
cromossomal, conferindo uma resisténcia constitutiva ou regulada pela presenca do
antimicrobiano, através de dois genes adjacentes, blal e blaR1, onde o primeiro é
um repressor da transcricdo de blaZ, e o segundo, um anti-repressor (KURODA et
al., 2001; LOWY, 2003). O gene mecA foi clonado e sequenciado pela primeira vez
em 1987 (ITO et al, 2001) e estd amplamente distribuido entre cepas de
Staphylococcus coagulase positivos e negativos. Sua expressdo € constitutiva ou
induzida por antimicrobiano beta-lactdmicos, como a oxacilina e cefoxitina (LOWY,
2003). O gene mecA esta inserido no cromossomo estafilococico através de um
elemento genético mével, denominado cassete estafilocdcico cromossémico mec
(SCCmec). O SCCmec é composto por diversos elementos genéticos essenciais: o
complexo mec, composto pela ilha de patogenicidade I1S431, os genes mecA e seus
reguladores mecl e mecRl, e o complexo ccr (Cassete Chromossome
Recombinases), caracterizado pela presenca de genes que codificam
recombinases. Em todos os tipos de SCCmec, a sequencia do gene mecA é
altamente conservada em cepas de Staphylococcus aureus e SCN (WELLER 2000,
MA et al. 2002). Hiramatsu et al. (2001) identificaram o elemento regulador mecR1-
mecl, que tem atividade repressora e anti-repressora, respectivamente, sobre o
gene mecA.

Entretanto, a expressao fenotipica da resisténcia a oxacilina € extremamente
variavel e dependente da expressdo do gene mecA. Essa variabilidade é
reconhecida como heterorresisténcia fenotipica, e se caracteriza pelo fato de que
toda populacdo bacteriana heterogeneamente resistente, assim como todas as
células, carregam o gene mecA, marcador genotipico da resisténcia, porém nem
todas expressam fenotipicamente sua resisténcia da mesma forma (CAUWELIER et
al., 2004). Um fendtipo menos frequente € a resisténcia homogénea, onde toda a
populacdo de células é altamente resistente. Os mecanismos reguladores da
expressdo da resisténcia sdo complexos e ainda ndo totalmente conhecidos
(MARANGONI, 1997).

O CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI, 2008),
padronizou o uso do disco de cefoxitina, uma cefalosporina de segunda geracéao,

para deteccdo do gene mecA por ser um forte indutor de seu sistema regulatorio.
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Estudos tém relatado maior eficacia em testes de difusdo em disco com cefoxitina
correlacionado com a presenca do gene mecA, em relacdo ao uso da oxacilina
(DANCER, 2001). A cefoxitina induz a producdo de PBP2a e tém provavelmente
uma afinidade elevada para PBP2 estafilocécica (MURAKAMI et al; 1991).

Em consequéncia a esses fatores, trabalhos de pesquisas reportaram a
dificuldade na avaliacdo do perfil de suscetibilidade de S. aureus a oxacilina.
Historicamente, os isolados eram distinguidos através de meétodos fenotipicos,
incluindo testes de suscetibilidade a antimicrobianos e fagotipagem. Ambos os
métodos possuem limitacBes, como isolados néo relatados geneticamente que
comumente apresentavam o mesmo perfil de suscetibilidade e, muitos S. aureus que
nao eram identificados pela fagotipagem (THORNSBERRY; MCDOUGAL, 1983). A
técnica da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) tem ganhado destaque,
baseada na informacg&o da sequéncia de DNA, para deteccédo de cepas de MRSA
através dos genes de resisténcia (MURAKAMI et al.,, 1991). O método de PCR
apresenta alta sensibilidade e especificidade além de ser independente das
condicdes fisicas e quimicas das culturas bacterianas.

Em trabalho realizado com pequenos ruminantes no Brasil, Franca et al.
(2012) relataram que 15,8% dos isolados de Staphylococcus spp. provenientes de
mastite caprina subclinica apresentaram resisténcia fenotipica a oxacilina, mas
nenhum foi positivo para o gene mecA (Murakami). Entretanto, 40,2% desses
mesmos isolados continham o gene blaZ. Peixoto et al. (2013) detectaram a
resisténcia a oxacilina no teste de difusdo em discos em 54,5% isolados de
Staphylococcus spp. oriundos de leite caprino de animais com mastite subclinica no
Estado da Bahia. Porém, nenhuma amplificacdo do gene mecA foi observada nos
isolados. Nesse mesmo trabalho, 33,3% isolados foram positivos para o gene blaz,
sendo que quatro desses foram resistentes aos beta-lactamicos testados. Estudos
que investigam a caracterizagdo fenogenotipica da resisténcia antimicrobiana em
isolados de Staphylococcus spp. de mastite caprina sdo escassos, entretanto esse
assunto € vastamente pesquisado nas mastites bovinas.

A grande diversidade dos agentes responsaveis pela mastite caprina e a
crescente resisténcia antimicrobiana dos microrganismos isolados de infecg¢des
mamarias alertam para a necessidade da instituicdo de protocolos terapéuticos

respaldados em testes de susceptibilidade microbiana in vitro (DE LA CRUZ et al.,
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1994). Além disso, a realizacdo do diagnostico precoce das mastites em caprinos e
seu tratamento baseado no perfil de sensibilidade microbiana aumentam a
possibilidade de éxito no tratamento de mastites, evitando-se a ocorréncia de casos

cronicos e a selecédo de microrganismos multirresistentes.

2.6 RESIDUO ANTIMICROBIANO EM LEITE

E crescente a preocupacdo da sociedade mundial com a qualidade e a
seguranca alimentar. O interesse da populacdo por produtos mais seguros tém
como consequéncia cuidados mais rigorosos por parte das industrias de
processamento de alimentos. Para tanto o setor industrial esta direcionando seus
esforcos nas etapas de producgdo. Devido a gama de riscos que o alimento esta
exposto até chegar ao consumidor, as industrias estdo trabalhando para minimizar
estes perigos.

Segundo o IBGE, o rebanho nacional de caprinos em 2014 foi estimado em
mais de 8 milhdes de cabecas. O leite caprino tem sido recomendado para criangas,
pessoas Iidosas e convalescentes, devido ao alto valor nutricional, boa
digestibilidade e baixo potencial alergénico. Estas recomendacfes evidenciam a
necessidade de um monitoramento dos residuos de antimicrobianos, assim como o
desenvolvimento de métodos eficazes para a determinagdo deste residuo na matriz.

Uma das medidas de fortalecimento da cadeia produtiva leiteira corresponde
ao monitoramento da qualidade do leite produzido e a pesquisa de residuos de
antimicrobianos no leite representa uma das ferramentas utilizadas, pois a presenca
desses inibidores bacterianos resulta em uma grande preocupacao tanto para a
indUstria por provocar prejuizos econémicos, como para a saude publica, pelo risco
de provocar reacdes alérgicas, choques anafilaticos, ma formacao fetal, além da
inducao a resisténcia bacteriana (BRASIL, 1991/1992).

O processo de globalizacao e a participacdo do Brasil em blocos econémicos
internacionais trazem a necessidade de o pais cumprir com as exigéncias de
qualidade dos mercados e respeitar diversos érgaos de fiscalizacdo. Assim o0 MAPA,
a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e demais organizacdes
estaduais e municipais tém um papel social muito importante na seguranca
alimentar. O MAPA, através do RIISPOA (Regulamento de Inspecao Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal), regulamentado pelo Decreto n°® 30.691 de
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29 de margco de 1952, que propbe as diretrizes para as normas de inspecéo
industrial e sanitaria de produtos de origem animal, onde se inclui o leite. Com base
no RIISPOA, os estabelecimentos industriais sdo responsaveis pela qualidade do
produto, 0 que envolve toda a cadeia produtiva, desde a chegada da matéria-prima
(leite) proveniente dos produtores rurais, passando pelo transporte, pelo
processamento tecnoldgico, pelas boas préticas de fabricagdo no laticinio e pela
expedicdo do produto acabado. Quando o produto segue as orientacbes e as
exigéncias do RIISPOA, assim os parametros de qualidade estabelecidos pelo
MAPA e pela ANVISA pode-se dizer que terd sua qualidade garantida (BRASIL,
1952).

Estes parametros de qualidade sdo definidos por normas especificas para o
leite, assim a IN n°® 62 de 29 de dezembro de 2011 do MAPA aprova o Regulamento
Técnico de Producdo, Identidade e Qualidade do Leite tipo A, o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Cru Refrigerado, o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Pasteurizado e o Regulamento Técnico
da Coleta de Leite Cru Refrigerado e seu Transporte a Granel, aplicavel somente ao
leite de vaca. Nesta legislacdo ha o detalhamento sobre as avaliacbes da matéria-
prima como Contagem Padrdo em Placas, Contagem de Células Somaéticas,
Pesquisa de Residuos de Antibidticos, Determinacdo do indice Crioscopico,
Determinacdo do Teor de Solidos Totais e N&ao-Gordurosos, Determinacdo da
Densidade Relativa, Determinacdo da Acidez Titulavel, Determinacdo do Teor de
Gordura e Medicdo da Temperatura do Leite Cru Refrigerado os quais sé&o
parametros de qualidade para o leite, esta mesma Instrugcdo Normativa traz a
periodicidade que estas analises devem ser realizadas para que se tenha um padrao
de qualidade de forma continua (BRASIL, 2011). Corroborando com a qualidade
para os produtos de origem animal, o MAPA define os métodos analiticos oficiais
fisico-quimicos, para o controle de leite e produtos lacteos através da IN n° 68, de 12
de dezembro de 2006 e determina que as analises sejam realizadas em laboratérios
credenciados, padronizando assim as condicbes de avaliacdo do leite (BRASIL,
2006).

Como essa preocupagdo com alimentos seguros e de qualidade preservada
vem crescendo nos dias atuais, a ANVISA atua colaborando com as acdes do MAPA

através do Programa de Andlises de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
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Alimentos de Origem Animal (PAMVET). Este programa, de ambito nacional, realiza
0 monitoramento de residuos quimicos no leite exposto ao consumo humano, com
objetivo que avaliar o risco do uso de medicamentos veterinarios (antimicrobianos e
antiparasitarios) em animais produtores de alimentos (ANVISA, 2009). Desta forma o
Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), ferramenta do
MAPA no Gerenciamento de Risco, e o PAMVET, instrumento da ANVISA, vao ao
encontro da qualidade e seguranca para a producao dos alimentos, especialmente
de origem animal. Apesar de toda essa atividade conjunta entre MAPA e ANVISA
para coibir a producéo e a comercializacdo de alimentos impréprios para 0 consumo,
h& uma tolerancia quanto a presenca de residuos de antimicrobianos nos alimentos.
Desta forma ha a definicdo dos Limites Maximos de Residuos (LMR), do Ministério
da Saude através da ANVISA (BRASIL, 2003), harmonizados pelo Mercosul
(Mercado Comum do Sul). O LMR € a concentragdo maxima de residuos resultante
da utilizacdo de um medicamento veterinario, que pode ser expresso em mg/kg,
mg/mL, ug/kg ou pg/L de alimento, que se pode aceitar. Este limite baseia-se no tipo
e quantidade de residuos que nao apresentam risco de toxicidade para a saude do
homem, considerando-se a Ingestdo Diaria Aceitavel. Para aqueles medicamentos
veterinarios cujos valores de LMR nao estdo estabelecidos no Mercosul, utilizaram-
se os valores preconizados pelo Codex Alimentarius e na auséncia destes, aqueles
estabelecidos pela Unido Européia (ANVISA, 2009).

As organizacdes internacionais envolvidas com a saude publica, como o
Comité para Aditivos Alimentares da FAO/WHO (JECFA) e o FDA dos Estados
Unidos, estabelecem as diretrizes para o LMR ou Limite de Tolerancia definidos
como a concentracdo maxima de residuo resultante do uso de um medicamento
veterinario, expresso em parte por milhdo (ppm) ou parte por bilhdo (ppb), que é
legalmente permitido, ou reconhecido, como aceitavel no alimento e é estabelecido
para cada antimicrobiano e sulfonamida aprovados para uso em animal produtor de
alimento, sendo o valor de limite maximo de residuo correlacionavel a Ingestao
Diaria Aceitavel obtida a partir de ensaios de experimentacdo animal avaliando-se a
toxicidade, teratogenicidade, e carcinogenicidade desses aditivos néo intencionais
(MITCHELL et al., 1998).

O controle de residuos de medicamentos veterinarios, portanto, representa

uma importante medida para assegurar protecdo ao consumidor. No Brasil, a
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Instrucdo Normativa n° 62, de 29 de dezembro de 2011, do MAPA, exige a pesquisa
periddica de residuos de antibidticos em leite, que ndo devem ser superiores aos
Limites Maximos de Residuos (LMRSs) previstos para cada grupo quimico especifico.
De acordo com a Lei n° 9.782, de 26 de janeiro de 1999, é atribuicdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a regulamentacdo, o controle e a
fiscalizacdo de alimentos, no que se refere a limites de residuos de medicamentos
veterinarios. Os LMRs de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal
harmonizados no ambito do Mercado Comum do Sul (MERCOSUL) pela Resolucao
Grupo Mercado Comum (GMC) n°® 54, de 29 de setembro de 2000, foram
internalizados no Brasil pelo MAPA através da Instru¢do Normativa n° 12, de 10 de
abril de 2001. Estas legislacdes citam que no caso de substancias proibidas ou néo
autorizadas, uma vez que nao é possivel estabelecer os LMRs, sdo adotados niveis
de acdo, baseados no estado da arte das metodologias analiticas empregadas para
a avaliacao da conformidade dos produtos.

Existem varios métodos de andlises utilizados na deteccéo e/ou quantificacao
de residuos e contaminantes em alimentos, que podem ser divididos em métodos de
triagem e de confirmacdo. Os métodos de triagem podem detectar a presenca da
substancia ou classe de substancias no nivel de interesse e incluem principalmente
0s bioensaios, enquanto os métodos de confirmacdo proporcionam informacdes
completas ou complementares para identificacdo e, se necessario, quantificacdo do
analito. A técnica mais utilizada visando a segunda alternativa € a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (SHENCK; CALLERY, 1998).

Os métodos para deteccdo de residuos de antimicrobianos em alimentos
baseiam-se em trés principios basicos: o efeito direto em um microrganismo teste; o
reconhecimento da forma tridimensional molecular, utilizado em técnicas
imunoldgicas e 0 uso das caracteristicas fisico-quimicas dos antimicrobianos, que
fundamentam técnicas cromatogréaficas e/ou espectrométricas (PETZ, 1996). Dentre
as desvantagens das técnicas microbiolégicas, destacam-se: baixa seletividade na
identificacdo do antimicrobiano; restritos limites de deteccdo para muitos compostos;
demora na obtengdo dos resultados e incidéncia de resultados falsos positivos
(MARTIN et al., 1996; NEUBAUER, 1998; MCINTOSH et al., 2002). J& as técnicas
imunologicas ndo sao seletivas o bastante para a identificacdo inequivoca de um

composto, necessitando meétodos fisico-quimicos de confirmacdo. Entretanto,
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permitem que muitas amostras sejam analisadas em pouco tempo (PETZ, 1996;
THACKER et al., 1996). Os métodos fisico-quimicos, como 0S que empregam a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), possuem maior
sensibilidade para detectar residuos de antimicrobianos em alimentos de origem
animal (FLETOURIS et al., 1992; CARSON, 1993). Estes métodos requerem sempre
algum tipo de extracdo e, ou, desproteinizacdo prévia, dependendo da matriz e
residuo a ser pesquisado, além de instrumentacdo complexa e pessoal treinado
(MINEO et al., 1992; MOATS et al.,, 1995; BOISON; KENG, 1998). No entanto, a
capacidade desses métodos em identificar seletivamente e quantificar niveis de
residuos na ordem de ng/mL ou ng/g tem garantido seu uso, principalmente para a
confirmacdo de amostras positivas em meétodos de triagem (MOATS et al., 1995;
MITCHEL et al., 1998).

A cromatografia liquida também é conhecida como “afinidade cromatogréfica”,
e esta rapidamente se tornando o método de separacdo escolhido por &reas tais
como a ciéncia farmacéutica e a da biotecnologia. De acordo com a International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) a cromatografia liquida atua por meio
de “interagcdo biologica”, sendo capaz de separar e analisar analiticos especificos
dentro de uma amostra (COLINS et al., 1997). No Brasil, os métodos oficiais para
determinacdo de residuos de antimicrobianos em leite sdo os métodos fisico-
quimicos de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), que sdo mais precisos, porém tém custo mais elevado, séao
mais demorados e necessitam de equipamentos especializados e pessoal treinado.
Esses testes devem ser realizados por laboratorios credenciados pelo MAPA como
os Laboratérios de Referéncia Animal (Laboratério Nacional Agropecuario -
LANAGRO) localizados em diversos estados do pais.

Em uma recente reviséo sobre residuos de antimicrobianos nos leites de vaca
comercializados no Brasil, Trombete et al. (2014) compilaram dados dos ultimos
anos de publicacdes. O trabalho trouxe resultados de pesquisas realizadas na ultima
década os quais, em sua grande maioria 86,6%, foram avaliagbes qualitativas
quanto a presenca de antimicrobianos em leite cru, leite pasteurizado e leite UHT.
Os trabalhos listados na revisdo trouxeram resultados positivos em todos os
estudos, variando entre 0,66% e 65,0% a quantidade de amostras positivas por

estudo. Cada trabalho realizado teve suas caracteristicas individuais quanto ao
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método utilizado, mas apenas 13,3% das analises utilizou a técnica de cromatografia
para quantificar os analitos em estudo. Apesar das poucas analises quantitativas,
aguelas que foram realizadas utilizaram-se da CLAE com arranjo de diodos. Apesar
se ser uma técnica bem especifica, o custo elevado da cromatografia inviabiliza o
seu uso na rotina do controle de qualidade de alimentos para pesquisa de
antimicrobianos nos laboratorios.

Em trabalho realizado por Brandédo et al. (2015) na Bahia para pesquisa de
residuo antimicrobiano em leite caprino pela técnica microbiolégica foi detectado
46,6% das amostras positivas para residuo acima dos limites maximos de residuo.
Nardelli (2008), pesquisando a presenca de residuos no leite de cabra no nordeste
brasileiro, pela técnica qualitativa “Delvoteste SP”, detectou residuos
antimicrobianos em 14,16% do leite. Santos (2005), avaliou pelo teste enzimatico, 60
amostras de leite de cabra obtidas de seis mini-usinas do Cariri Paraibano, destas
31,6% apresentaram-se positivas para antimicrobiano do grupo beta-lactamicos.
Silva et al., (2005) pesquisou pelo mesmo método do trabalho anterior, residuo de
antibiotico do grupo beta-lactamicos na regido do Cariri paraibano e observou que
17,70% das amostras continha residuo de antimicrobiano.

Com base em outras pesquisas realizadas em diversas regides do Brasil, e
até em territorios internacionais, a qualidade do leite ainda é inferior ao preconizado
pelos 6rgdos regulatorios. Desta forma, é de grande interesse da sociedade que se
aperfeicoem e se fortalecam os programas de controle e garantia da qualidade para
gue se possam produzir e comercializar produtos de exceléncia. No Brasil, o
programa de monitoramento de residuos no leite ndo engloba a espécie caprina.
Devido a grande importancia social, sanitaria e econémica, a qualidade quimica do
leite deve ser monitorada e a implantacdo desse tipo de programa englobando o
leite caprino é de suma importancia. Além disso, deve haver concomitantemente,
campanhas para educacdo dos produtores e funcionarios, como também,
capacitacdo técnica para a producao de um leite de cabra de qualidade e seguro ao

consumidor.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 MASTITE POR CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS E ISOLAMENTO
BACTERIANO EM CABRAS NEGATIVAS PARA STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Trabalho aceito na Revista Brasileira de Medicina Veterinaria

Mastite por Contagem de Células Somaticas e Isolamento Bacteriano em
cabras negativas para Staphylococcus aureus

Camila Serva Pereira ¥, Lidia Maria Marques dos Santos 2, Juliana Ferreira de
Almeida 3, Virginia Léo de Almeida Pereira 3, Elmiro Rosendo do Nascimento 3

ABSTRACT. Pereira C.S., Santos L.M.M., Almeida J.F.,, Pereira V.LA. &
Nascimento E.R. [Mastitis Detected Throught Somatic Cell Count and Bacterial
isolation in negative goats for Staphylococcus aureus] Mastite por Contagem de
Células Somaticas e Isolamento Bacteriano em cabras negativas para Staphylococcus
aureus. Revista Brasileira de Medicina Veterindria, 00(0):00-00, 2000. Programa de Po6s-
Graduacdo em Higiene Veterinaria e Processamento Tecnolégico de P.O.A,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal Fluminense (UFF), Rua Vital Brasil
Filho, 64, Vital Brazil, Niteroi, R], 24.230-340, Brasil. Email: camilaserva2@gmail.com.

A subclinical mastitis study was conducted in nine dairy goat herds in the Rio
de Janeiro state to determine the occurrence of infection, detection of Staphylococcus
aureus by polymerase chain reaction, evaluate microbiological and cellular profiles of
the milk and associate the influence of somatic cell count (SCC) to bacterial isolation.
A total of 133 raw milk sample were collected for microbiological culture,
Staphylococcus aureus by polymerase chain reaction and SCC. There was bacterial growth
in 64 samples (48%), among those 10 obtained isolation of two microorganisms
associated. Seventy-seven isolates were found distributed in the following way: 45
(58,4%) coagulase-negative  Staphylococcus, 9 (11,58%) coagulase-positive
Staphylococcus e gram negative bacilli of the Enterobacteriaceae family, 5 (6,49%)
Bacillus spp., 4 (5,19%) Streptococcus spp., 3 (3,89%) Enterococcus spp. e 1 (1,29%) E. coli
e Serratia sp. The association of coagulase-negative Staphylococcus and Gram negative
Bacilli had the largest number, with 50%, followed by 20% coagulase positive
Staphylococcus + Enterococcus sp. and 10% coagulase-negative Staphylococcus + Bacillus
spp., Streptococcus spp. + Bacillus spp. and Streptococcus spp. + Gram Negative Bacilli.
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No milk sample obtained positive for Staphylococcus aureus in culture and PCR. Mean
SCC was 2.152.000 cells/mL of milk. There was no significant association between
bacterial isolation and the values obtained in somatic cell count (t-Student p > 0,05).
Statistical difference was observed in SCC average of the properties studied (p <0,05).
We conclude that Coagulase Negative Staphylococcus was isolated bacterial group
with greater frequency and SCC does not correlate with the results of bacterial
isolation and must be carefully evaluated in studies of subclinical mastitis in goats.

KEYWORDS: Goat milk, mastitis, microbiological, somatic cell count.

RESUMO. Foi realizado um estudo da mastite subclinica em nove rebanhos de
cabras leiteiras localizadas no Estado do Rio de Janeiro com o objetivo de investigar a
ocorréncia da infeccdo, deteccdo de Staphylococcus aureus pela reagdo em cadeia da
polimerase, avaliar o perfil microbiolégico e celular do leite e associar a influéncia da
contagem de células somaéticas (CCS) ao isolamento bacteriano. Foram coletadas 133
amostras de leite de cabra in natura para a realizacdo da andlise bacteriolégica,
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para Staphylococcus aureus e CCS. Houve
crescimento bacteriano em 64 amostras (48%), dentre essas 10 obtiveram isolamento
de dois microrganismos associados. Dos 77 isolados encontrados, 45 (58,4%) foram
identificados como Staphylococcus coagulase negativa, 9 (11,58%) Staphylococcus
Coagulase Positiva e bastonetes gram negativos da familia das enterobactérias, 5
(6,49%) Bacillus spp., 4 (5,19%) Streptococcus spp., 3 (3,89%) Enterococcus spp. e 1
(1,29% ) E. coli e Serratia sp. A associacdo de Staphylococcus Coagulase Negativa e
Bastonete Gram Negativo apresentou o maior namero, com 50%, seguido de 20%
Staphylococcus Coagulase Positiva + Enterococcus sp. e 10% Staphylococcus
Coagulase Negativa + Bacillus spp., Streptococcus spp. + Bacillus spp. e
Streptococcus spp. + Bastonete Gram Negativo. Nenhuma amostra de leite obteve
positividade para Staphylococcus aureus no cultivo e na PCR. A média de CCS foi de
2.152.000 células/mL. Nao houve associacdo significativa entre o isolamento
bacteriano e os valores obtidos na contagem de células somaéticas (t-Student p > 0,05).
Foi observada diferencga estatistica na média de CCS entre as propriedades estudadas
(p< 0,05). Conclui-se que o Staphylococcus Coagulase Negativa foi o grupo bacteriano
isolado com maior frequéncia e a CCS ndo se correlaciona com os resultados do
isolamento bacteriano, devendo ser avaliada com cautela em estudos sobre mastite
subclinica em cabras.

PALAVRAS-CHAVE: Leite de cabra, mastite, microbiolégico, contagem de células
somaticas.

INTRODUCAO
A caprinocultura leiteira representa atividade de elevado impacto sécio-
econdmico para produtores rurais. Além disso, o leite de cabra tem sido bastante
utilizado como alternativa para alimentacdo de criancas e adultos sensiveis ou
alérgicos ao leite de vaca. Tradicionalmente, a criacao de caprinos é caracteristica das
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regides Nordeste e Sudeste do pais. 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. (Borges 2006).

A mastite definida como inflamagao da glandula mamaéria (Silva & Silva 1987),
determina alteracdes fisicas, quimicas, microbiolégicas e na celularidade do leite,
bem como leva a efeitos patolégicos no tecido glandular. (Megersa et al. 2010;
Mungatana et al. 2011). Essa doenca acarreta grandes perdas econdémicas ao
segmento leiteiro, seja pela reducdo da quantidade, como também pelo
comprometimento da qualidade do leite produzido.

Embora a mastite clinica seja responsavel por perdas expressivas em pequenos
ruminantes, a mastite subclinica assume elevada relevincia econOmica em
decorréncia dos prejuizos na producdo e da alta ocorréncia. Levantamentos de
pesquisa demonstram que nos rebanhos de pequenos ruminantes a mastite é
predominantemente do tipo subclinica, cuja prevaléncia estimada estd entre 5-30%
(Contreras et al. 2007). Os Staphylococcus coagulase negativa sdo considerados os
principais microrganismos envolvidos nesse tipo de infeccdo intramamaéria
(Bergonier et al. 2003, Aulrich & Barth 2008, Neves et al. 2010, Almeida 2013). Os
outros patoégenos também relacionados a esse quadro sdo: os Staphylococcus
coagulase positiva, Streptococcus spp., Mycoplasma spp. e 0s agentes ambientais,
como as enterobactérias (Peixoto et al. 2010; Dal Pozzo et al. 2011).

A contagem de células somaticas é um dos parametros utilizados para avaliar
o estado de infeccdo da glandula mamaria e a qualidade do leite produzido (Aulrich
& Barth 2008). No Brasil, ndo ha limites méximos oficiais exigidos para a CCS no leite
caprino, sugerindo-se que valores de CCS acima de 1.000.000 células/mL de leite
sirvam de critério para a realizacdo de exames microbiolégicos (Paes et al. 2003).

O objetivo desse estudo foi investigar a ocorréncia de patoégenos causadores
de mastite, deteccao de Staphylococcus aureus pela reacdo em cadeia da polimerase e
associar a influéncia da contagem de células somaticas ao isolamento bacteriano
oriundo de rebanhos caprinos localizados no Estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODO

Foram coletados leite de 133 cabras das racas Saanen e Parda alpina em
diferentes estagios de lactacdo de nove rebanhos leiteiros, identificados de A a I,
localizados nos seguintes municipios do Estado do Rio de Janeiro: Seropédica,
Niteréi, Friburgo, Teres6épolis, Paraiba do Sul, Sio Gongalo, Engenheiro Paulo de
Frontin, Tangua e Valenca.

A selecdo dos rebanhos analisados foi feita por conveniéncia (amostragem nao
probabilistica), porém em cada rebanho os animais foram selecionados ao acaso.

As frequéncias obtidas pelos diferentes métodos de diagnostico foram
avaliadas estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis, Dunn, regressao logistica
simples e t-student (P<0,05).

Projeto aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Fluminense com protocolo namero 593.

Isolamento Bacteriano
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Das amostras de leite coletadas assepticamente conforme instrucées do
“Nacional Mastitis Council” (1999), uma parte foi transferida para frascos estéreis
devidamente identificados e transportados em caixa isotérmica com gelo para o
Laboratério de Bacteriologia da Universidade Federal Fluminense, Niter6i/R], a fim
de serem processados para o cultivo em um periodo de até 24 horas apds a coleta.

As amostras de leite foram semeadas em agar sangue enriquecido com 5% de
sangue de ovino e em agar EMB (“Eosin Methylene Blue”), seguido de incubacdo a
37°C, realizando-se leituras apds 24 e 48 horas. Nos cultivos contendo mais de cinco
colénias com uma tdnica morfologia, procedeu-se a avaliacdo de caracteristicas de
crescimento (tamanho e coloragdo das coldnias, bem como producdo de hemdlise,
coloragdo de Gram e identificacdo dos isolados a partir de provas bioquimicas
(National... 1999; McDougall et al. 2001).

Contagem de Células Somaticas (CCS)

Coletou-se aproximadamente 40 mL de leite por cabra para a CCS. Este foi
dispensando em frasco padronizado com o conservante bronopol®, acondicionado
em caixa isotérmica com gelo e encaminhado ao Laboratério de Qualidade do Leite
da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora/MG. Para tal anédlise foi utilizado o
método de citometria de fluxo, em aparelho Somacount 300 - Bentley Instruments
EUA®.

Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A extracdo de acido desoxirribonucleico (DNA) de cada amostra de leite foi
realizada pelo método de fenol/cloroférmio/ 4lcool isoamilico, baseada em Gregory
et al. (2009). Apos a extragdo, o DNA foi concentrado em alcool etilico, centrifugado,
e o sedimento ressuspendido em tampao Tris-EDTA pH 8,3 (Sambrook et al. 1989) e
estocado a - 20°C.

As amplificacdes dos segmentos especificos do espago intergénico 165 a 23S do
rRNA da espécie Staphylococcus aureus foi realizada com iniciadores descritos por
Forsman et al. (1997). Os iniciadores sdao: STAA-Aul - TCT TCA GAA GAT GCG
GAA TA e STAA-Aull - TAA GTC AAA CGT TAA CAT ACG, para a reprodugao de
amplicons de 420 pb.

As reacdes de amplificagdio do DNA ocorreram em termociclador PTC-100
(PELTIER-EFECT CYCLING-MJ Research, Inc.) com programagao: 94°C por 3
minutos; 40 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, pareamento a 61°C por 1
minuto e extensdo a 72°C por 1 minutos. E por fim, um ciclo final de extensao de
72°C por 10 minutos. Cada tubo de reacdo contem: Tampao Phoneutria, 1,5 mM de
MgCl2, 30 pmol de cada iniciador, 200 pM de dNTPs, 1,0 U de Taq polimerase e 100
ng de DNA, com volume final da reagao de 20 pL.

Como controle positivo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada
a cepa de S. aureus ATCC 13150 da colecdo de micro-organismos de referéncia em
vigilancia sanitdria (CMRVS) da Fundacdo Oswaldo Cruz, e como controle negativo,
agua para PCR.

Os produtos obtidos na PCR, juntamente com o marcador molecular, foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio e
visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.
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RESULTADOS

Das 133 amostras de leite, 64 (48%) apresentaram crescimento bacteriano.
Dentre essas, foram obtidos 77 isolados, sendo mais frequente Staphylococcus
Coagulase Negativa, 58,4% (45/77), seguido de Staphylococcus Coagulase Positiva e
bastonetes gram negativos da familia das Enterobactérias, 11,58% (9/77); Bacillus
spp., 6,49 % (5/77), Streptococcus spp., 5,19% (4/77), Enterococcus spp., 3,89% (3/77),
e E. coli e Serratia sp., 1,29% (1/77).

Ao analisar as propriedades isoladamente, observou-se que a I apresentou a
maior frequéncia (73,33%) de crescimento bacteriano, com o maior ntimero de
amostras com isolamento de Staphylococcus coagulase positiva (5) e 6 amostras com
Staphylococcus coagulase negativa. Ainda foram identificados 1 amostra com
Staphylococcus coagulase positiva nas propriedades B e F, e 2 amostras na D. As
demais, com excecdo das propriedades C e D, que ndo obtiveram crescimento
bacteriano, apresentaram isolamento de Staphylococcus coagulase negativa (Tabela 1).

Nenhuma amostra de leite obteve positividade para Staphylococcus aureus no
cultivo e na PCR.

Foram identificadas dez amostras com crescimento bacteriano de dois
microrganismos diferentes, dos quais a associacdo de Staphylococcus Coagulase
Negativa e Bastonete Gram Negativo apresentou o maior ntimero, com 50%. Os
outros microrganismos encontrados associados foram: 2 amostras com Staphylococcus
Coagulase Positiva + Enterococcus sp. (20%) e 1 amostra com Staphylococcus
Coagulase Negativa + Bacillus spp. (10%), Streptococcus spp. + Bacillus spp. (10%) e
Streptococcus spp. + Bastonete Gram Negativo (10%) (Tabela 2).

A CCS média foi de 2.152.000 células/mL de leite, sendo que 49,62% (66/133)
das cabras apresentaram CCS acima de 1.000.000 células/mL de leite. Nao houve
diferenca estatistica (P>0,05) entre a CCS média de animais negativos e positivos no
isolamento, de, respectivamente, 2.113 e 2.189 mil células/mL. Comparando os
resultados da CCS média por isolamento: um tipo bacteriano, dois tipos bacterianos e
nenhum isolamento, 2.238, 1.912 e 2.113 mil células/mL, respectivamente, também
nao foi observado diferenca estatistica (P’>0,05). Houve diferenca significativa
(P<0,05) entre a CCS média das propriedades pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis e Dunn (Indice de confianca 95%) (Tabela 3).

DISCUSSAO

O isolamento de Staphylococcus coagulase negativa (SNC) em 33,83% das
amostras corrobora com outros estudos sobre a etiologia da mastite caprina no Brasil
(Langoni et al. 2006, Mota 2008, Schmidt et al. 2009, Peixoto et al. 2010, Oliveira et al.
2011), onde esses agentes foram os mais frequentemente encontrados na glandula
mamadria dos caprinos (Contreras et al., 2007, Gottardi et al., 2008; Almeida et al.
2013) e estao associados a mastite subclinica em cabras (Neves 2010). O carater
oportunista dos SCN estd relacionado com deficiéncias no sistema de ordenha e no
asseio pessoal do ordenhador (Meireles et al. 1999, Contreras et al. 2001). Essas
bactérias apresentam importancia epidemiolégica, pois podem causar mastite
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subclinica durante toda a lactacdo ou mesmo no periodo seco (Poutrel et al. 1997),
tornando os animais infectados fontes de infeccdo em potencial no rebanho. Some-se
a isso a importancia econémica desses agentes, que causam prejuizos aos produtores
principalmente devido a reducgao na produgao de leite (Leitner et al. 2004). Outro fato
importante sdo os Staphylococcus coagulase negativa também serem apontados como
potencialmente enterotoxigénicos, representando perigo para a seguranca dos
alimentos (Gottardi et al. 2008).

A frequéncia de 11,58% observada para Staphylococcus coagulase positiva estd
de acordo com outras publicacdes que classificam esse grupo de microrganismo
como o segundo mais isolado em mastites caprinas (Langoni et al 2006, Peixoto et al
2012). Uma pesquisa sobre mastite caprina realizada no Iran encontrou 12,17% de
Staphylococcus coagulase positiva nos isolados de leite caprino (Ebrahimi et al. 2010),
sendo este resultado similar ao encontrado no presente estudo.

Segundo Corrales et al. (1997), Streptococcus spp. ndo constituem um grupo de
bactérias prevalentes em criatérios caprinos, estando associados com 5-10% das
mastites, o que estd de acordo com os 5,19% obtidos neste estudo. Peixoto et al (2012)
encontrou Streptococcus spp. em 2,34% dos isolados em trabalho realizado no sertao
da Bahia. Em relacdo aos bastonetes Gram positivos, Bacillus spp. estdo raramente
associados com mastites caprinas (Contreras et al. 2001), muito embora trabalho
realizado na Crodacia tenha isolado 2% desse microrganismo em amostras de leite
caprino (Kosteli¢ et al. 2009) O presente estudo encontrou 6,49% de Bacillus spp.,
podendo ser proveniente de contaminac¢do ambiental.

Neste trabalho, foram isolados bastonetes gram negativos (11,58%)
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Peixoto et al. (2010) encontraram esses
microrganismos em 3,9% dos isolados de leite caprino. As enterobactérias sdo
consideradas importantes agentes das mastites ambientais (Prestes et al. 2002),
estando relacionada com condicdes de contaminacdo ambiental e com a utilizacao de
utensilios mal higienizados durante a ordenha.

Nao foi identificada a presenca de Staphylococcus aureus pelo cultivo e pela
PCR, embora esse seja considerado um dos agentes isolados com mais frequéncia em
casos de mastite caprina (Neves et al. 2010, Peixoto et al. 2012, Almeida et al. 2013).
Alguns trabalhos evidenciam a presenca desse microrganismo em quadros mais
severos de mastite clinica (Ameh & Tari 2000), o que nao foi observado nos animais
dos rebanhos estudados.

Nao houve diferenca estatistica (P>0,05) entre a CCS de animais positivos e
negativos para o isolamento bacteriolégico neste estudo, estando de acordo com
trabalhos previamente publicados (Santos et al. 2004, Villanova et al. 2008, Correa et
al. 2010, Neves et al. 2010, Almeida et al. 2013). Verificou-se também a auséncia de
diferenca estatistica entre a CCS média dos isolados com um tipo bacteriano, dois
tipos bacterianos e nenhum isolamento. Porém, foi constatada diferenca estatistica
(P<0,05) entre a CCS média dos rebanhos estudados. Diante desses resultados, deve-
se avaliar com cautela a viabilidade dos testes que quantificam a celularidade no leite
caprino para o monitoramento da satide do tubere, uma vez que a quantidade de
células somaticas é diretamente influenciada por fatores fisiologicos, como o
processo de secrecdo do tipo apdcrina, o estagio da lactagdo, a época do ano e o tipo
de ordenha (Neves et al. 2010). Devido a essas diferencas na glandula mamaéria em
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cabras é comum encontrar um grande percentual de amostras de leite negativas ao
exame bacteriol6gico com CCS superiores a 1.000.000 céls/ml (Wilson et al. 1995).
Dessa forma, resultados positivos no isolamento bacteriano devem ser analisados
cuidadosamente, pois a mera presenca de bactérias no leite nao significa
obrigatoriamente mastite. Para tanto, uma complementacdo ao isolamento seria a
utilizacdo da Contagem Total de Bactérias (CTIB), capaz de avaliar de forma mais
tidedigna a presenca ou nao de infeccdo mamaria.

Neste estudo, a CCS média foi de 2.152.000 células/mL de leite, ultrapassando
o valor maximo recomendado por ZENG (1996). Entretanto, estd préximo dos
2.000.000 células/mL de leite propostos por ROTA et al. (1994) como o limite de
células fisiologicamente admissiveis no leite caprino. No Brasil, ndo ha limites
maximos oficiais exigidos para a CCS no leite caprino e, em contrapartida, a
globalizacdo dos mercados indica que medidas regulamentares nesse sentido sao
necessarias (Brasil 2000). Desse modo, a CCS ainda ndo estd bem estabelecida no
diagnéstico da mastite caprina, sugerindo-se que valores de CCS acima de 1.000.000
células/mL de leite sirvam de critério para a realizacdo de exames microbiolégicos
(Paes et al. 2003).

CONCLUSAO
Staphylococcus Coagulase Negativa foi o agente bacteriano isolado com maior
frequéncia nas amostras de leite, confirmando ser este o principal grupo de
microrganismos isolados de tberes caprinos.
A CCS nao se correlaciona com os resultados do isolamento bacteriano,
devendo ser avaliada com cautela em estudos sobre mastite subclinica em cabras.
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Tabela 1. Frequéncia de crescimento bacteriano e etiologia em amostras de leite de
cabra em lactagdo de nove propriedades de municipios do Estado do Rio de Janeiro.

Proprie- N° de Crescimento
dade amostras Etiologia Bacteriano
Staphylococcus ~ Staphylococcus N° de
Coagulase Coagulase  Qutros amostras %
Negativa Positiva
A 14 6 0 3 9 64,28
B 15 7 1 1 8 53,33
C 15 0 0 0 0 0
D 14 6 2 5 8 57,14
E 20 6 0 5 8 40
F 20 9 1 6 14 70
G 13 5 0 1 5 38
H 7 0 0 0 0 0
I 15 6 5 2 11 73,33
Total 133 45 9 23 64 48

Tabela 2. Numero de microrganismos isolados em associacdo de amostras de leite de
cabras em lactacdo de nove propriedades de municipios do Estado do Rio de Janeiro.

Microrganismo Numero %

Staphylococcus Coagulase Negativa + Bastonete Gram Negativo 5 50
Staphylococcus Coagulase Positiva + Enterococcus sp. 2 20
Staphylococcus Coagulase Negativa + Bacillus spp. 1 10
Streptococcus spp. + Bacillus spp. 1 10
Streptococcus spp. + Bastonete Gram Negativo 1 10
Total 10 100

Tabela 3. Diferencas das médias de CCS das propriedades pelo Kruskal-Wallis e

Dunn (P<0,05).
Propriedade CCS
A 1930 ab
B 3421 a
C 2675 ab
D 1841 abc
E 1375 b



F 2248 ab
G 347  be

H 5258 ab
I 1337  abce

abcde] etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05).
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3.2 ANALISE MICROBIOLOGICA, FiSICO-QUIMICA E PERFIL DE SENSIBILIDADE
ANTIMICROBIANA DE STAPHYLOCOCCUS SPP. DO LEITE DE CABRA COM
MASTITE SUBCLINICA
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RESUMO
A mastite ocasiona seérios prejuizos econdmicos egmento leiteiro e representa risco
iminente a saude publica. O uso indiscriminadorderécrobianos no tratamento dos animais
pode desencadear a selecdo de microrganismosrasitiientesO presente estudo teve por
objetivoestabelecer a Contagem Total de Bactérias (CT@@mtificar as principais bactérias
causadoras de mastite caprina, relacionando-asosqrarametros fisico-quimicos do leite
natura, como também determinar o perfil de sensibilidadeisolados de estafilococos

provenientes do leite de cabras em rebanhos capdodEstado do Rio de Janeiferam
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coletadas 133 amostras de leite provenientes de ppriedades leiteiras caprinas para a
realizacdo do exame bacteriologico, teste de sédatte aos antimicrobianos, CTB e
analises fisico-quimicas. Foi constatada uma nieequéncia deétaphylococcuspp., sendo
observado ainda, isolados de bacilos gram negat®asillus spp., Streptococcusspp.,
Enterococcusspp., Escherichia coli e Serratispp O antimicrobiano mais efetivo foi o
florfenicol (98,30% sensibilidade) e as maioresstéacias foram para ampicilina e penicilina
(50,00%). A multipla resisténcia a dois ou maismaitcrobianos foi observada em 57,40%
dos isolados. Houve diferenca significativa ensdraquéncias de isolamento por rebanho.
Alguns rebanhos ndo atenderam aos padrdes fisiotaps exigidos pela legislacéo e a
média de CTB de 842.000 UFC/mL de leite foi acimapdeconizado. A acidez apresentou
diferenca significativa quando associada ao isatméeacteriano (p<0,05). O riscodds
ratio) de deteccédo bacteriana em caso de acidez elewsdantado em 1,15 vezes quando
comparado a amostras com acidez normal. A cont@buile todos os fatores fisico-quimicos
a CTB somou 41,08%, sendo a lactose o fator que coaitribuiu isoladamente (p<0,05).
Palavras-chave: Leite de cabra, Analise Fisico-@aimResisténcia Antimicrobiana,

Contagem Total de Bactérias, Mastite.

ABSTRACT
Mastitis causes serious economic losses to thg ohalustry and represents an imminent risk
to public health. The indiscriminate use of antimigals in the treatment of animals can
trigger the selection of multiresistant microorgans. This study aimed to establish the Total
Bacterial Count (TBC) and identify key-causing leaiet goat mastitis, relating them with the
physical-chemical parameters of fresh milk, as waslidetermine the staphylococcal isolates
sensitivity profile from the goats' milk goat herdé the State of Rio de Janeiro. Were
collected 133 milk samples from nine goat dairynfarto carry out the bacteriological
examination, sensitivity testing to antimicrobidlstal bacterial counts and physical-chemical
analysis. A higher frequency was obser@&adphylococcuspp., being observed also isolated
from gram negative bacillBacillus spp.,Streptococcuspp.,Enterococcuspp.,Escherichia
coli andSerratiaspp. The most effective antimicrobial was florfai (sensitivity 98.30%)
and the highest resistances were ampicillin andcplem (50.00%). Multiple resistance two
or more antimicrobials was observed in 57.40% & tbolates. There were significant
differences between the frequencies of isolationsieeep. Some herds did not meet the
physical and chemical standards required by legpsiaand the average TBC 842 000 CFU /
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ml of milk was above the recommended. The acidigypifcant difference when associated
with bacterial isolation (p <0.05). The ris&dds ratig of bacterial detection in case of high
acidity increased by 1.15 times as compared to ksmmyth normal acidity. The contribution

of all the physical and chemical factors TBC amednto 41.08%, the lactose factor that
contributed alonep(<0.05).

Keywords: Goat milk, Physical Chemistry Analysisnt#nicrobial Resistance, Total

Bacterial Count, Mastitis.

Introducao

A caprinocultura leiteira tem representado um segmeénportante de mercado no
Brasil, tendo em vista as caracteristicas fisicdoagras e nutricionais do leite caprino, e a
maior seletividade dos consumidores, que buscam ez mais por produtos saudaveis e de
gualidade comprovada (Andradeal,2012).

No entanto, um dos entraves a producao leiteirernaap a ocorréncia de mastite, que
se caracteriza por processo inflamatorio da glandubmaria, representando uma das
enfermidades mais comuns nesse segmento. Atrib@-sela perdas na producéo e,
consequentemente, prejuizos econdmicos ao progdtandastria (Contrerag al, 2007). As
principais bactérias envolvidas na mastite caémosStaphylococcuspp e Streptococcus
spp.,Mycoplasmaspp. e agentes ambientais como enterobactériaso{fet al, 2010; Dal
Pozzoet al, 2011).

A contagem total de bactérias (CTB) é um indicattoqualidade higiénico-sanitario
do leite, com limite permitido de 500.000 UFC/mlraa leite de cabra cru (BRASIL, 2000).
O valor de CTB elevado € indicativo de deficiéncia limpeza e higienizacdo dos
equipamentos de ordenha, do sistema de refrigerag@otetas e também da presenca de
mastite (Buenet al, 2008).

No leite de animais com mastite sdo observadas mgadasignificativas em sua
composicdo como a reducao do teor de lactoseneasevel de Ca, K e Fe e aumento de Na
e Cl. Essas alteragdes influenciam no rendimerttosimial e no valor nutritivo dos produtos
lacteos, sobretudo queijos e iogurte (Mungatral, 2011).

Em relacdo a susceptibilidagevitro dos agentes etioldégicos da mastite caprina, tem-

se observado a crescente resisténcia bacteriananéiosicrobianos convencionais, o que
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alerta para a necessidade da adocéo de protoecdptiticos, de preferéncia respaldados em
testes de susceptibilidade antimicrobianwgitro (Langoniet al, 2006).

Os objetivos desse trabalho foi estabelecer a Cidgrdificar as principais bactérias
causadoras de mastite caprina, relacionando-asosqrarametros fisico-quimicos do leite
natura Adicionalmente foi determinado o perfil de seiglbde de isolados de estafilococos
provenientes do leite das cabras investigagtasrebanhos caprinos do Estado do Rio de
Janeiro.

Material e Método

O presente trabalho obteve aprovagdo pela Comisstdica no Uso de Animais da
Universidade Federal Fluminense com protocolo naraes.

Foram coletadas 133 amostras de leite de cabrasrpemtes de nove criatorios de
caprinos leiteiros localizadas no Estado do Rio Jdeeiro dos seguintes municipios:
Seropédica, Niterdi, Friburgo, Teresopolis, Pardib&ul, S&o Gongalo, Engenheiro Paulo de
Frontin, Tangué e Valenca.

A selecéo dos rebanhos analisados foi feita poisaragem nao probabilistica e todos
0s animais em lactacdo de cada rebanho foram @edelns. A comparacdo das frequéncias
de isolamento por rebanho foi estabelecida pete s Qui-quadrado. Para analise da CTB
foi feita a transformacgéo dos valores paradofy CTB foi comparada entre as propriedades e
comparada as variancias pelo teste de Kruskal-$Vediguido do teste de Dunn. A CTB foi
associada as variaveis fisico-quimicas por regoedsiar mdltipla e passo a passo
(Stepwisg O isolamento bacteriano (presenca ou ausérwiag$ociado as mesmas variaveis
pelo método de regressao logistica simples. Toslamalises foram realizadas com intervalo
de confianga (IC) de 95% (p<0,05) e utilizandeoftwareBioEstat 5.0 (Ayrest at, 2007).

A CTB foi realizada em uma amostragem de leite de 7lasgimovenientes de cinco
propriedades leiteiras dos seguintes municipiotuFgo, Paraiba do Sul, S&do Goncalo,
Engenheiro Paulo de Frontin e Tangua. O leite tadte foi dispensado em frasco
padronizado contendo pastilha de conservante #Zjdigondicionado em caixa isotérmica
com gelo e encaminhado ao Laboratoério de Qualidadeeite da Embrapa Gado de Leite em
Juiz de Fora/MG. Para tal analise foi utilizado éado de citometria de fluxo, em aparelho
Bactocount IBC Bentley Instruments EUA

Para o exame microbiolégico, as amostra de leitenfosemeadas em agar sangue
ovino (5%) desfibrinado e agar eosina azul de eratil(Merck®) seguido de incubacdo em

condi¢des de aerobiose, a 37° C realizando-sededoos 24 e 48h. Procedeu-se a avaliagdo
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de caracteristicas de crescimento (tamanho e cé@lordas col6nias, bem como producéo de
hemdlise), coloracdo de Gram e identificacdo dokd®s a partir de provas bioquimicas
(Konemaret al. 2008).

As cepas dé&taphylococcuspp. isoladas foram submetidas ao teste de sadads!
antimicrobianan vitro pelo método de difusdo em disco (Baatal. 1966). A escolha dos
antimicrobianos foi feita a partir de informacfessdfarmacos mais utilizados nas
propriedades para o tratamento da mastite e algeiaases de interesse (Langeial,
2006; Garino Junioet al, 2011). Foram testados: penicilina (10 Ul), anfipg (10 mcg),
cefalotina (30 mcg), cefoxitina (30mcg), gentamaci(iiO mcg), norfloxacina (10mcg),
oxacilina (1mcg), tetraciclina (30 mcg) e florfeolid30mcg). A interpretacdo dos halos de
inibicdo foi conforme o preconizado pel@inical Laboratory Standart InstitutéCLSI,
2013).

A analise fisico-quimica de componentes do leiteréalizada pelo equipamento
eletrénico Bentley 2000Bgntley Instruments U$Ao qual determina as porcentagens de
gordura, proteina e lactose por absorcéo infraeanbem como de sdlidos totais, por soma
dos valores dos componentes anteriores. A acideleferminada pela titulagédo de 10 mL de
leite por uma solucéo alcalina de concentragdoemda (NaOH 0,1N), utilizando-se como
indicador a fenolftaleina e o resultado expressogesmis Dornic (°D). A determinagdo de
cloretos foi realizada pelo método mercurométrisodensidade a 15°C foi realizada em
aparelho eletronico modelo “Density DMA 48 Densityeter AP PAAP”, conforme
instru¢cdes do manual do aparelho (Brasil, 2003).

Resultados e Discusséo

Das nove propriedades visitadas, oito foram passtiva lactocultura. A frequéncia de
animais positivos para o exame microbioldgico de l®i de 48% (64/133).

Staphylococcusoagulase negativa (SCN) foram os microrganismais fnequentes
encontrados no presente estudo (Tab. 1), corroboranom os resultados de Salieaal.
(2015) e Almeideet al. (2013) que identificaram, respectivamente, 51,2%45,7% de SCN
em trabalho com mastite caprina na regiao sudesBrasil.

Tabela 1. Frequéncias absoluta e relativa de hastéoladas do leite de cabra

Bactérias Isoladas FA FR
Staphylococcus Coagulase Negativa 45 58,40
Staphylococcus Coagulase Positiva 9 11,58
Bacilos Gram Negativos 9 14,16
Bacillus spp. 5 6,49

Streptococcuspp. 4 5,19
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Enterococcuspp. 3 3,89
Total 77 100

FA=Frequéncia absoluta; FR = Frequéncia relativa

Neste trabalho também foram isolados bacilos gragativos (14,16%) pertencentes
a familia Enterobacteriaceae, incluind®. coli e Serratia spp. O isolamento de
microrganismos da familia Enterobacteriaceae amdach mastite clinica € um achado
comum, sendo consideradas importantes agentesaddisas ambientais (Presegsal 2002).
Outra bactéria isolada foi Bacillus spp. (6,49%), que esta raramente associada atenasti
podendo ser proveniente de contaminacéo ambig@ualtreraset al. 2007).

A resisténcia antimicrobiana para as 54 cepastdphylococcuspp. foi de 50%
(29/54) para ampicilina e penicilina, 32,70% (19/&ra oxacilina, 8,60% (5/54) para
tetraciclina, 6,89% (4/54) para cefoxitina, 5% @/fara norfloxacina, 3,40% (2/54) para
gentamicina e cefalotina e 1,7% (1/54) para fladein Resultados similares foram obtidos
por Garino Junioet al. (2011) com maiores indices de resisténcia pareippa (66,67%) e
ampicilina (63,89%) em amostras d&taphylococcusspp. isolados de leite caprino
provenientes da Paraiba. Almeida al. (2013) obtiveram indices de resisténcia para os
mesmo antimicrobianos de 56% para S@Nelevada prevaléncia de amostras com resistén-
cia simultanea a penicilina e a ampicilina, podareassociado ao uso frequente ou mesmo
subdosagens desses beta-lactamicos na terapia stdenea de outras enfermidades no
rebanho, evidenciando a incidéncia de estirpesupooas de beta-lactamase.

Observou-se no presente estudo alta taxa de ressst& oxacilina (32,40%) quando
comparado a outros trabalhos similares (Peirbtd, 2010; Garino Junicet al, 2011; Salina
et al, 2015). A oxacilina € um beta-lactamico semiétiob derivada da penicilina e a
resisténcia desse antimicrobiano as estirpes @dilesbcos deve-se principalmente a dois
mecanismos: a produgédo da enzima extracelularldet@nase, codificada pelo genleZ, e
a producdo de PBP2a ou PBP2’, uma proteina ligdatpenicilina de baixa afinidade,
codificada pelo genme® (Cauwelieret al, 2004), sendo considerado, atualmente, o maior
problema clinico e epidemiologico em infeccbes muasehospitalares (Atiguet al.,2012).

Foi verificada a presenca de multipla resisténem amostras dstaphylococcus spp.
no presente estugdonde opadrédo mais frequente foi a resisténcia a doismagrbbianos
(45,16%), seguida pela resisténcia a trés antimianos (41,93%). Dois isolados de
Staphylococcug6,45%) apresentaram resisténcia a quatro e aasgigicrobianos. Esse
achado representa um motivo de preocupagdo, umaguez muitos antimicrobianos

disponiveis no mercado nao teriam efeito sobre tairorganismos, fato que poderia
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acarretar enorme dificuldade no tratamento dos @sidoentes e, consequentemente, agravar
as perdas econbmicas. Garino Jurgbral. (2011) detectaram multipla resisténcia a trés
antimicrobianos em 28,57% das 42 amostraStd@hylococcus spavaliadas. Os mesmos
autores encontraram uma amostra resistente a getentes antimicrobianos. Esse fato
demonstra que a mdultipla resisténcia € um eventwuoo em isolados de mastite caprina e,
principalmente, resisténcia simultanea a peniciraampicilina.

Alguns rebanhos ndo atenderam aos padrdes exiga@s acidez (C, D, E, H),
gordura (G, H), proteina (D, G), densidade (D, lagtose (C, D, F, H), e sélidos nao
gordurosos (C, D, H, 1) (Tab.2) estabelecidos pegeslacéo (Brasil, 2000).

Tabela 2. Valores médios dos parametros fisico-gosrdo leite de cabra por rebanho.

Média dos Parametros Fisico-Quimicos

Rebanhos = r o6 PRO(E) LAC(%) EST(%) ESD(%) ACKD) DEN  CLO
A 436 335 430 1300 8,64 18 1,02900,14
B 561 340 439 1432 871 14 1,0292,12
C 358 298 411 1153 7,94 12 1,0280,11
D 368 254 423 11,32 7,63 11 1,0269,09
E 323 303 438 1148 825 8  1,022,06
F 339 341 421 11,09 9,14 13 1,030®,15
G 228 2,74 451 10,68 8,40 13 1,031®,11
H 238 2,81 394 991 7,53 11 1,03130,12
| 301 280 421 10,93 7,92 14 1,03040,09

Geral 350 301 425 1158 8724 13 1,0289,12

GOR - Gordura /PRO — Proteina /LAC — Lactose/ EST traExSeco/ ESD — Extrato Seco Desengordurado/Akeidez/
DEN — Densidade/CLO - Cloreto

A média geral do teor de gordura foi de 3,50%,rekiade acordo com a legislacéo
vigente (Brasil, 2000). Porém, dois rebanhos aptasgmn teor de gordura abaixo de 2,9%
(Tab. 2). Estudos realizados por Queiregal (2007) e Almeideet al (2013) encontraram
valores médios desse mesmo parametro de 2,70%0% 2r8spectivamente. Alguns fatores
como o estagio de lactacdo, fatores nutricionaigmga influenciam na concentracdo de
gordura, sendo o constituinte do leite que possuonvariacdo. Contudo, a raca € um fator
limitante, tanto que a legislacdo brasileira edeatge“teor original” de gordura para o leite de
cabra integral, no entanto sdo admitidos valoriesiores a 2,90% mediante comprovacao de
que o teor médio de gordura de um determinado heba&o atinge esse nivel (Oliveatal.,
2005; Brasil, 2000).

O teor proteico variou de 2,54 a 3,41%, com valédim de 3,01%, sendo que dois

rebanhos apresentaram valor abaixo do estabelpeldoBrasil (2000) (Tab. 2). Lorat al.



62

(2006) e Almeidaet al (2013) reportaram valores médios de 3,27% e 2,44%
respectivamente. Assim como a gordura, o teor jpmt@ria com a espécie, e é influenciado
por raca, estagio de lactacéo, alimentacéao, clvinaero de partos, época do ano, e estado de
saude do Ubere (Mendesal, 2009).

A lactose apresentou teor médio de 4,25%, revelamdioe de reprovacdo de quatro
rebanhos (Brasil, 2000) (Tab. 2). A lactose tamigéimfluenciada pelos diferentes niveis de
concentrado da dieta, estando diretamente reladonaregulacdo da pressdo osmotica, de
modo que maior producdo de lactose determina npammtucéo de leite (Queirogat al.,
2007).

As anadlises de Estrato Seco Total (EST) apresentasdor médio de 11,58% (Tab.
2). Os teores de EST nédo foram estabelecidos egisidcao brasileira para o leite caprino.
Sendo assim, esse parametro pode ser comparadalewida et al. (2013) que encontraram
valor de EST médio de 10,98%. Santbsal (2012) obtiveram valor médio de 12,18%, em
leite pasteurizado comercializados no Estado doaC&xa EST é representado pela gordura,
acucar, proteinas e sais minerais, sendo um pa@estatégico do ponto de vista produtivo,
uma vez que apresenta influéncia direta sobre dimemto dos produtos derivados lacteos
(Costaet al.,2008).

Com relacdo ao Estrato Seco Desengordurado (ESidg-se que duas amostras
estavam em desacordo com o estabelecido pelaalg@is(Brasil, 2000). O ESD apresentou
valor médio de 8,24% (Tab. 2). Queirogaal (2007) verificaram que com o avanco do
periodo de lactacdo, ocorre naturalmente diminungiquantidade de leite produzido, o que
possibilita o aumento relativo de constituintes cogordura e proteina. Isso pode ser
justificado em parte pelo efeito da diluicdo, unez \que o teor total de soélidos varia em
funcao do volume diario de leite produzido.

Pode-se observar que dois rebanhos apresentarames/ale densidade abaixo do
limite estabelecido pela legislacédo vigente (Bra&d00). A densidade média foi de 1,0289
g/mL (Tab. 2). A densidade do leite esta relacianpncipalmente com a concentracdo de
elementos dissolvidos em suspensao (ESD) e compangéo de gordura, e deve oscilar com
a variacao desses componentes (Oliveira., 2005).

O valor médio geral de 13°D obtido para o paramatinlez titulavel atende aos
valores estabelecidos pela legislacdo brasileiras{B 2000). No entanto, trés rebanhos
apresentaram valores abaixo do preconizado (TalDIRjira et al (2005) e Pereirat al

(2005) encontraram acidez média dé4 16D, respectivamente, sendo esses valores
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acima do obtido no presente estudo. A acidez de ldéve-se a presenca de caseinas,
fosfatos, albumina, didxido de carbono e citrafaré¢iraet al, 2001). Segundo Queiroga

al. (2007), este indice também é utilizado como imdbcalo estado de conservacao do leite
em funcdo da relacdo entre disponibilidade de $&cto producéo de acido lactico por acao
microbiana que acarreta no aumento da acidez @uigao no teor de lactose.

O indice de cloreto médio encontrado foi de 0,12Z%b( 2). O cloreto é outro
parametro que ndo foi determinado pela legislagasilbira para leite caprino, sendo 0s
resultados comparados ao encontrado por Almetdal (2013) que obtiveram média de
cloreto de 0,25%. Tonin e Nadem (2002) ao analisaaanfluéncia do estagio de lactacao
sobre o teor de cloretos do leite caprino, vernifioavalores crescentes na concentracao desse
ion nas amostras colhidas do inicio até o fingbeldodo de lactacao.

Houve diferenca significativa entre as frequéndasisolamento por rebanho pelo
teste do Qui-quadrado (p<0,05), sendo a maior éegja para o rebanho | (82,30%), seguido
dos rebanhos F (70%), D (66,60%), A (64,20%), B36%), G (38,40%), E (35%), C (13%)

e H (0%).

A CTB média encontrada foi de 842.000 UFC/mL d&s)esom variacdo de 11.000 a
2070.000 UFC/mL de leite, sendo que 26,76% (19da%)amostras apresentaram resultados
acima do preconizado pela legislagcdo (500.000 UEChe leite). Houve diferenca
significativa entre variancia de CTB por proprieelgd<0,05) pelo teste de variancia e entre
meédias pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo de tdstdDunn. As diferencas significativas
encontradas foram entre os rebanhos F (478.000D)(136.0000), G (857.5000) e |
(186.0000) e H (854.0000) e | (186.0000).

Estudo realizado por Aguiat al. (2013) encontrou 47% das amostras de leite de
cabra com CTB acima do permitido pela legislacdsaAde da glandula mamaéria, a higiene
de ordenha, o ambiente em que o animal fica alof@ds procedimentos de limpeza do
equipamento de ordenha séo fatores que afetanamdeate a contaminacao microbiana do
leite cru e a CTB. (Guerreiet al, 2005). Embora haja poucos estudos quanto aag¢ib da
CTB como parametro de avaliacdo da qualidade ¢l diei cabra, os resultados obtidos nesse
trabalho sugerem que esse método pode ser utiladanaior frequéncia.

Os valores dos parametros fisico-quimicos e de @J Reite dos rebanhos estudados
foram analisados pela regresséo linear multiplaesfando-se associacao entre as variaveis

dos parametros fisico-quimicos e CTB (p<0,05) e=pld pela equacéo de regressdo: CTB =
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- 56490.6246 — 1178964 (GOR) + 1989.0100 (PRO) 80685 (LAC) -1001688 (EST) -
194.1672 (ESD) - 148.8141 (ACI) + 57483.0047 (DENY020.0836 (CLO).

Pela andlise de regressdo linear passo a p&tepwisg dos parametros fisico-
quimicos e de CTB foram obtidos os valores confoiimbela 3. A combinacdo com a
utilizagdo de todos os parametros fisico-quimicgsesentou melhor Coeficiente de
Determinacdo (R2). Sendo assim, com a eliminagatéseparametros, o R2 diminuiu de
41,08% para somente 40,44%. As variaveis que nta@sraan no valor de CTB foram
gordura, proteina, lactose, acidez e cloreto. dsotente, a lactose obteve maior influéncia na

CTB, com 24,86%, sendo esta variavel preditoraadorwde CTB.

Tabela 3. Andlise de Regressao Linear Passo a Rasguwisg entre CTB e Parametros

Fisico-Quimicos.

Variacao
Variaveis R R2 R2 p-valor
GOR/PRO/LAC/EST/ESD/ACI/DEN/CLO 0.6409 41.08% 41.08%  0.0001
GOR/PRO/LAC/EST/ESD/ACI/CLO 0.6364 40.50% -0.58% 0.0001

GOR/PRO/LAC/ESD/ACI/CLO 0.6364 40.50% 0.00% 0.0000
GOR/PRO/LAC/ACI/ICLO 0.6359 40.44% -0.06% 0.0000
PRO/LAC/ACI/CLO 0.626 39.18% -1.26% 0.0000
PRO/LAC/CLO 0.6153 37.85% -1.33% 0.0000
PRO/LAC 0.6129 37.56% -0.29% 0.0000

LAC 0.4986 24.86% -12.70%  0.0001

GOR - Gordura /PRO — Proteina /LAC — Lactose/ EEktrato Seco Total/ ESD — Extrato Seco Desengodduf@EN —
Densidade /CLO-Cloreto/R2 — Coeficiente de Determind@R&- Coeficiente de Correlacédo

Esse resultado corrobora com o encontrado por Bwtnal (2008) em estudo
realizado com leite de vaca, onde foi constatade guCTB esta relacionada com a
composicao do leite, principalmente nas concenég@ gordura, proteina, lactose e sélidos
totais. Em leites com elevada CTB, a fermentacdaalase por bactérias produz acido latico,
causando a acidez, a qual ainda € um dos problemfrentados pelos laticinios.

Da associacdo entre isolamento bacteriano (ISOB3é(xia ou presenca) e as
variaveis fisico-quimicas (Tab. 3) somente hougeificancia para acidez titulavel (p<0,05).
A equacéo de regresséo encontrada foi: Logit F©B) - 18702 + (0,1472xACI), cowdds
ratio de 1,15 (IC=1,04 a 1,29 e p =0,0077).

A acidez elevada é preditora do isolamento bacterisendo o riscaoflds ratig de
deteccao bacteriana em caso de acidez elevada tagdomem 1,15 vezes quando comparado

a amostras com acidez normal.



65

Concluséo

SCN foram os microrganismos mais isolados em neastiprina e a resisténdia
vitro dessas cepas frente a antimicrobianos como a dimpi@ penicilina e a oxacilina,
alertam para a limitacdo no uso desses antimianobiao tratamento da mastite caprina na
regido e o uso desses farmacos em medicina vetarina

De acordo com os resultados obtidos e segundasdaigdip vigente brasileira, alguns
rebanhos ndo atenderam aos padrdes fisico-quiraidgglos e a CTB meédia obtida esta
acima do preconizado. Foi constatado que a aciddeité é influenciada pelo isolamento
bacteriano e a lactose foi a variavel que maioafetvalor de CTB.

Esses resultados vém ratificar a necessidade tiegsréle higiene, tanto na ordenha
como na producdo, a fim de que a populacdo possaor seguramente tal alimento. Desta
forma, fica clara a importancia da implantacdo stesas de producdo animal seguros,
sobretudo no prisma higiénico-sanitario, contridoinassim, para a Saude Publica, a Saude
Ambiental e a Seguranca Alimentar.
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3.3 CARACTERIZACAO PROTEOMICA DE STAPHYLOCOCCUS SPP. ORIUNDOS
DE MASTITE CAPRINA E AVALIACAO FENOGENOTIPICA DA RESISTENCIA
AOS BETA-LACTAMICOS.

Enviado para o peridédico Pesquisa Brasileira Veterinaria.

Caracterizacdo Protedomica de Staphylococcus spp. oriundos de mastite caprina e avaliaciao
fenogenotipica da resisténcia aos beta-lactamicos

Camila S. Pereiral®, Lidia M.M. dos Santos?, Dayanne A. de Melo?, Cassia C. da Motta?, Shana M.0. Coelho?,

Virginia L.A. Pereiral, Miliane M.S. de Souza?, Elmiro R. do Nascimento!

ABSTRACT.- Pereira C.S., Santos L.M.M., Melo D.A., Motta C.C., Coelho S.M.O., Pereira V.L.A., Souza M.M.S,,
Nascimento E.R. 2016. [Proteomics Characterization of Staphylococcus spp. coming from goat
mastitis and fenogenotipica assessment of resistance to beta-lactamics] Caracterizacdo Proteémica
de Staphylococcus spp. oriundos de mastite caprina e avaliagdo fenogenotipica da resisténcia aos beta-
lactamicos. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(00):00-00. Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Publica, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal Fluminense, Rua Dr. Vital
Brazil Filho, 64, Vital Brazil, Niterdi, R] 24230-340, Brasil. E-mail: camilaserva2 @gmail.com

Mastitis occupies a prominent place among the diseases that affect the dairy herd, due to
economic problems and public health. Staphylococcus spp. are infectious agents more involved in the
etiology of caprine matites, especially coagulase-negative Staphylococcus. Nineteen samples isolated from
subclinical mastitis goat, were characterized by proteomics technique MALDI-TOF MS, and 47.36% (9/19)
identified as Staphylococcus epidermidis, 15.78% (3/19) as Staphylococcus warneri, 10.52% (2/19) as
Staphylococcus aureus and Staphylococcus caprae and 5.26% (1/19) for both Staphylococcus lugdunensis,
Staphylococcus simulans and as Staphylococcus cohnii. All isolates characterized by MALDI-TOF were
subjected to polymerase chain reaction (PCR) for the 16S rRNA gene of Staphylococcus spp. to confirm the
gender. After determining the species were carried out tests for phenotypic detection of resistance to
beta-lactamics: simple disk diffusion oxacillin, cefoxitin, penicillin G and amoxicillin + clavulanic acid, agar
"screen" oxacillin and microdilution (MIC) cefoxitin. The disk diffusion test showed strength of 58%
(11/19) for penicillin G, 26.31% (5/19) to cefoxitin and 26.31% (5/19) for oxacillin. All strains were
susceptible to amoxicillin + clavulanic acid and agar "screen" oxacillin. In the MIC, 63.15% (12/19) of the
samples were cefoxitin resistant (MIC> 4.0 g / ml). Then isolates were subjected to detection of the mecA
resistance genes (Murakami et al. 1991; Melo et al. 2014) and regulators (mecl and mecRI), mecC and blaZ.
Two samples of Staphylococcus epidermidis had the mecA gene proposed by Murakami et al. All isolates
were negative for the mecA gene variant (Melo et al, 2014), mecl, mecRl, mecC and blaZ. The high
phenotypic resistance rate accompanied by a low genotype detection in Staphylococcus spp., may be
related to changes triggered by changes in the genes, phages, plasmids and transposons. These findings
reinforce the importance of this group of microorganisms in the etiology of subclinical mastitis in goats
and opens perspectives for future research to investigate the epidemiology of the disease.

INDEX TERMS: Goat mastitis, resistance beta-lactamics, Staphylococcus spp.

RESUMO.- A mastite ocupa lugar de destaque entre as doengas que acometem o rebanho leiteiro, em
virtude de problemas econémicos e de saude publica. Staphylococcus spp sdo os agentes infecciosos mais
envolvidos na etiologia das mastites caprinas, principalmente Staphylococcus coagulase negativo.
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Dezenove amostras isoladas de mastite caprina subclinica, foram caracterizadas pela técnica protedmica
MALDI-TOF MS, sendo 47,36% (9/19) identificadas como Staphylococcus epidermidis, 15,78% (3/19)
como Staphylococcus warneri, 10,52% (2/19) como Staphylococcus caprae e Staphylococcus aureus e
5,26% (1/19) tanto para Staphylococcus lugdunensis, como para Staphylococcus simulans e Staphylococcus
cohnii. Todos os isolados caracterizados pelo MALDI-TOF, foram submetidos a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para o gene 16rRNA de Staphylococcus spp. para a confirmacdo do género. Apds a
determinac¢do da espécie foram realizadas as provas para a detecgdo fenotipica de resisténcia aos beta-
lactdmicos: difusdo em disco simples de oxacilina, cefoxitina, penicilina G e amoxacilina + &cido
clavulanico, agar “screen” de oxacilina e microdiluicdo em caldo (MIC) de cefoxitina. O teste de difusdo em
disco demonstrou resisténcia de 58% (11/19) para penicilina G, 26,31% (5/19) para cefoxitina e 26,31%
(5/19) para oxacilina. Todas as amostras foram sensiveis a amoxicilina + acido clavulanico e ao agar
“screen” de oxacilina. A MIC, 63,15% (12/19) das amostras foram resistentes a cefoxitina (MIC > 4,0
pg/ml). Em seguida os isolados foram submetidos a detec¢do dos genes de resisténcia mecA (MURAKAMI
et. al, 1991; MELO et. al, 2014) e seus reguladores (mecl e mecRI), mecC e blaZ. Duas amostras de
Staphylococcus epidermidis apresentaram o gene mecA proposto por MURAKAMI e colaboradores. Todos
os isolados foram negativos para o gene mecA variante (MELO et. al, 2014), mecl, mecRl mecC e blaZ. A
elevada taxa de resisténcia fenotipica acompanhada por uma baixa detec¢do genotipica nos isolados de
Staphylococcus spp., pode estar relacionada a alteracdes nos genes desencadeadas por mutacgdes, fagos,
plasmideos e transposons. Tais achados reforcam a importancia deste grupo de microrganismos na
etiologia da mastite subclinica em caprinos e abre perspectivas para futuras pesquisas para a investigacao
da epidemiologia da doenga.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Mastite caprina, resisténcia a beta-lactamicos, Staphylococcus spp.

INTRODUCAO

A mastite é o processo inflamatério da glandula mamaria considerada uma das principais doencas
que acometem os rebanhos de caprinos leiteiros, associada a perdas na produgao e prejuizos econdémicos
ao produtor e a industria (Almeida et al., 2013). Bactérias do género Staphylococcus spp. estdo entre os
principais agentes etiolégicos da mastite caprina e sdo frequentemente resistentes aos antimicrobianos,
em especial aos beta-lactdmicos, limitando assim, a escolha do antimicrobiano para o tratamento das
infec¢es causadas por este agente (Garino Junior etal 2011, Almeida et al. 2013).

Mudancas recentes na taxonomia de algumas espécies do género Staphylococcus tornou a
diferenciacdo das espécies mais dificultosa, principalmente em Medicina Veterinaria. Deste modo, o uso de
marcadores moleculares associados ao diagnéstico fenotipico, possibilita uma caracterizagdo mais
confiavel e precisa (Motta et al. 2014).

A analise protedmica por espectrometria de massa MALDI-TOF vem ganhado espaco,
impulsionada por vantagens como custo-beneficio, resultados rapidos e precisos (Bannoehr &
Guardabassi 2012), permitindo a identificacdo de diferentes microrganismos ao nivel de espécies, com
uma quantidade minima de amostra, baixo custo, niveis insignificantes de residuos quimicos e biolégicos
gerados e tempo para obtencdo de resultados extraordinariamente curto (Cherkaoui et al. 2010, Alatoom
etal. 2011, Carbonnelle etal. 2011).

A resisténcia estafiloc6cica aos antimicrobianos beta-lactimicos deve-se principalmente a dois
mecanismos: a producdo da enzima extracelular beta-lactamase, codificada pelo gene blaZ, e a produgio
de PBP2a ou PBP2’, uma proteina ligante de penicilina de baixa afinidade, codificada pelo gene mecA. O
gene blaZ geralmente esta alocado em plasmideos, podendo também ser cromossomal (Kuroda et al. 2001,
Lowy 2003). O gene mecA esta inserido num elemento genético mével, denominado cassete estafilocécico
cromossomico mec (SCCmec), composto por diversos elementos genéticos essenciais: o complexo mec,
composto pela ilha de patogenicidade 1S431, os genes mecA e seus reguladores mecl e mecR1, e o
complexo ccr (Cassete Chromossome Recombinases), caracterizado pela presenca de genes que codificam
recombinases (Weller 2000, Ma et al. 2002).

Sao escassos os estudos conduzidos para a investigagdo do perfil de sensibilidade e verificacao de
genes de resisténcia aos antimicrobianos beta-lactdmicos em Staphylococcus spp. isolados de mastite
caprina. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo caracterizar os isolados através da técnica de
MALDI-TOF e identificar o perfil fenogenotipico de resisténcia aos beta-lactamicos em amostras de
Staphylococcus spp. oriundas de leite de cabras com mastite subclinica provenientes de rebanhos leiteiros
do Estado de Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS
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De um total de 140 amostras de leite caprino (uma amostra por animal) foram obtidos 19
isolados de Staphylococcus spp., caracterizando casos de mastite caprina subclinica, que foram estocadas a
-80°C em caldo Brain Heart Infusion (BHI) adicionado de glicerol a 10%.

Identificagdo por MALDI-TOF MS. Os isolados foram avaliados pela técnica do Tempo de Voo de
Ionizacdo/Desor¢do por Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF). Para o preparo das amostras, os
isolados foram cultivados em agar BHI a 37 °C por 24 horas. Cada cultura bacteriana foi transferida para a
microplaca (96 MSP, Bruker - Billerica, EUA) e, ao sedimento bacteriano, foi adicionada uma solu¢do de
lise (acido féormico 70%, Sigma-Aldrich®) em quantidade suficiente para cobri-lo. Em seguida, 1 pL de
solucdo da matriz (acido alfa-ciano-4-hidroxi-cindmico diluido em acetonitrila 50% e acido trifluoracético
2,5%, Sigma-Aldrich®) foi utilizado para cobrir o extrato bacteriano, para finalmente ser processado. Os
espectros de cada amostra foram gerados em um espectrometro de massa (MALDI-TOF LT Microflex
Bruker, Bruker®) equipado com laser de 337 nm de nitrogénio no modo linear controlado pelo programa
FlexControl 3.3 (Bruker®). Os espectros foram coletados na faixa de massas entre 2.000-20.000 m/s e,
posteriormente, analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker®), com as configuracoes
padronizadas para identificacdo bacteriana. O programa confrontou os espectros da amostra
desconhecida com amostras de referéncia em um banco de dados. Os resultados obtidos variaram em uma
escala que vai de zero a trés, sendo que quanto maior o valor, mais confidvel é a identificagdo. Neste
trabalho, foram considerados como uma identificacdo aceitavel aquelas que apresentaram valores iguais
ou superiores a dois.

Caracterizacdo genotipica das espécies de Staphylococcus spp. As andlises genotipicas foram
realizadas no Laboratdério de Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Os 19 isolados estudados foram repicados em agar BHI, e submetidos a extracdo de DNA para andlises
genotipicas.

Para extragdo do DNA total, cada isolado foi cultivado em 5 ml de caldo BHI a temperatura
ambiente por 12-16 horas a 150 rpm. Em seguida 1,5 ml da cultura foi transferida para microtubos de 1,5
ml e centrifugado por 5 minutos a 1239g e o sobrenadante foi descartado, com repeticao de trés vezes. As
células foram ressuspendidas em 600 pL de solu¢ido de extragido (TrisHCI 200 mM pH 8,0; EDTA 25 mM
pH 8,0; SDS 1%, NaCl 25 mM) e agitadas em Vortex, seguidas de incubagdo a 65°C por 30 min. Apds o
tempo estipulado, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e foi adicionado 600 pL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico[1-1(24:1)], seguido de uma homogeneizacdo por 2 minutos e
centrifugacdo a 14549g por 10 minutos. A fase superior foi transferida para um novo microtubo
(aproximadamente 400 pL) e adicionado 2 volumes de etanol 100 % gelado, seguido de incubacdo a 202C
por 2 ou 12 horas para a precipitacdo do DNA. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a
14549g por 30 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o sedimento lavado com etanol 70 %
(aproximadamente 500 pL). Depois de seco a temperatura ambiente em uma capela de exaustio, os
sedimentos foram ressuspendidos em 30 pL de dgua ultrapura e armazenados a -20 2C.

Para quantificacdo do DNA total extraido, as amostras foram aplicadas com 1 pL de SYBR Green
(INVITROGEN) diluido no gel de agarose 0,8 % e submetidas a eletroforese. Em seguida, o gel foi revelado
com SYBR Green (INVITROGEN) pelo sistema de captura de imagem L-PIX EX (Loccus Biotecnologia). A
estimativa da concentracdo de DNA foi feita por compara¢do com o padrio de intensidade de banda do
marcador Lambda (A) (Promega®), nas concentragdes de 25 e 50 ng. A qualidade foi determinada pela
auséncia de rastro ao longo do gel.

As concentracoes utilizadas em todas as reacdes de PCR foram Tampao 1X (10 mM Tris-HCI; 50
mM KCl, e 0,1% Triton X-100, 2,0 mM de MgCl2; pH 9,0), 0,3 uM de cada primer, 0,2 mM de dNTP
(FERMENTAS), 1 U de Dream Tagq™ Green DNA Polimerase (FERMENTAS) e dgua mili-Q para completar
um volume total de reacdo de 20 pL, e cerca de 20 ng de DNA total.

Os fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, contendo corante
SYBR Green (INVITROGEN) e visualizados diluido, possibilitando a visualizacdo pelo sistema de captura
de imagem L-PIX EX (Loccus Biotecnologia).

A caracterizacdo genotipica foi realizada pela amplificacao utilizando primers especificos para o
género Staphylococcus (Zhang et al. 2004) (Quadro 1).

Quadro 1. Primers empregados para identificaciao de espécies de Staphylococcus spp.

Gene/Tamanho do

Aci A 3 . 19 . *
fragmento Espécie Sequéncia dos primers (5’-3’) Ciclo
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16S rRNA Staphylococcus ~ AACTCT GTT ATT AGG GAA GAA CA

(756ph) SPP: CCA CCT TCC TCC GGT TTG TCA CC

*1.(94°C40s,64°C1min, 72°C1min12s) x 30.

Detecgdo fenotipica da resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos. Os testes de detec¢ido
fenotipica da resisténcia foram executados conforme os padrdes estabelecidos pelo Clinical Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2013).

A técnica de difusdo em disco simples foi realizada com os seguintes antimicrobianos: Cefoxitina,
Oxacilina, Penicilina G e Amoxacilina + Acido Clavulanico.

Para a realizacio do Agar “Screen”, os isolados de Staphylococcus spp. foram semeados na
superficie do meio de cultura acrescido a uma concentracgdo final de 6 pg/mL de oxacilina e ap6s 24 horas
de incubagdo a 37 °C, qualquer coldnia crescida foi considerada resistente (CLSI 2013).

Foi realizado o método de microdilui¢do em caldo (MIC) utilizando o antimicrobiano cefoxitina,
para determinar a resisténcia a oxacilina mediada pelo gene mecA (CLSI 2013).

Deteccio de genes de resisténcia a oxacilina de Staphylococcus spp. Foi realizada a técnica de PCR
para amplificacdo dos genes: mecA (Murakami et al. 1991), mecA variante (Melo et al. 2014), mecl
(Lencastre & Oliveira 2002), mecRI (Rosato et al. 2003), mecC (Steeger et al. 2012) e blaZ (Rosato et al.
2003) (Quadro 2).

Quadro 2. Primers empregados para a amplificacido dos genes de resisténcia

Gene/Tamanho do

fragmento Sequéncia dos primers(5’-3’) Ciclo*
mecA (Murakami) AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C .
(533 pb) AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C
mecA (Melo) CAG GCA TGC AGA AAA ATC AA
(809 pb) TTG AGT CGA ACC AGG TGA TG ?
mecl ATC AAG ACT TGC ATT CAG GC
(209 pb) GCG GTT TCA ATT CAC TTG TC ’
mecRI CCA AACCCG ACA ACT AC
(234 pb) CGT GTC AGA TAC ATT TCG *
mecC GAA AAA AAG GCT TAG AAC GCC TC
(138 pb) GAA GAT CTT TTC CGT TTT CAG C °
mecC GAA AAA AAG GCT TAG AAC GCCTC
(718 pb) CCT GAA TC[W] GCT AAT AAT ATT TC °
blaZ TAC AAC TGT AAT ATC GGA GG
(861 pb) CAT TAC ACT CTT GGC GGT TT ’

*1. (94 °C 1 min, 55 °C 1 min., 72 °C 1 min) x 30 e 72 2C 10min; 2. 95 °C 5 min (94 °C 1 min, 50 °C 1 min, 72
°C1min)x30e 72 °C 10 min. 3. 94 °C 4 min (94 °C 30 seg, 53 °C for 30 seg, 72 °C for 1 min) x 30 e 72 °C 4
min. 4. 95 °C 2 min. (95 2C 1 min, 53 °C 1 min., 72 °C 1 min) x 30 e 72 2C 7 min.; 5. 94 2C 15 min (94 °C 30
seg, 59 2C 1 min, 72 °C 1 min)x 30 e 72 2C 10 min 6. 94 2C 15 min (94 °C 30 seg, 50 2C 1 min, 72 °C 1 min)x
35e 72 °C 10 min 7. 94°C 5min. (942C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s) x 35 e 722C 5min.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de MALDI-TOF identificou 47,36% (9/19) como Staphylococcus epidermidis, 15,78%
(3/19) como Staphylococcus warneri, 10,52% (2/19) como Staphylococcus caprae e Staphylococcus aureus
e 5,26% (1/19) tanto para Staphylococcus lugdunensis, como Staphylococcus simulans e Staphylococcus
cohnii (Tabela 1). Esse resultado corrobora com diversos estudos sobre a etiologia da mastite caprina no
Brasil que apontam para o Staphylococcus coagulase negativa como os microrganismos mais frequentes
(Langoni et al. 2006, Peixoto et al. 2010, Almeida et al. 2013, Cavalcante et al. 2013). As 19 amostras
amplificaram o gene 16S rRNA para Staphylococcus spp.

Os testes fenotipicos de detecgdo de resisténcia aos beta-lactimicos demonstraram que 58%
(11/19) dos isolados foram resistentes a penicilina G e 26,31% (5/19) tanto para a cefoxitina como para a
oxacilina. Nenhum isolado apresentou resisténcia ao antimicrobiano amoxicilina + acido clavulanico.
Todas as amostras foram sensiveis a oxacilina no Agar “Screen”. A elevada frequéncia de amostras com
resisténcia a penicilina pode estar associada ao uso frequente ou mesmo subdosagens desse beta-
lactdmico na terapia da mastite e de outras enfermidades de rebanhos caprino (Garino Junior et al. 2011,
Almeida et al. 2013).

Constatou-se que a associagdo de um antimicrobiano betalactimico e de um inibidor de beta-
lactamase (amoxicilina+acido clavulanico) foi mais eficaz, com 100% de sensibilidade. Em casos clinicos
humanos, a utilizacdo de inibidor da beta-lactamase é uma alternativa para bactérias resistentes a beta-
lactdmicos (Gentilini et al. 2002), porém no sistema de produg¢do animal, por esse antimicrobiano ter custo
elevado, provavelmente inviabiliza sua utilizagdo como alternativa no tratamento de animais doentes.

Quadro 3. Perfil fenogenotipico de resisténcia aos beta-lactimicos dos isolados de Staphylococcus
spp identificados pelo MALDI-TOF.

Identificagao MALDI-TOF CFO 0XA PEN AMC MICCFO* mecA (Murakami)
Staphylococcus epidermidis S S R S S -
Staphylococcus epidermidis S S R S R2>16,0 +
Staphylococcus epidermidis S S R S S -
Staphylococcus epidermidis S S R S S -
Staphylococcus epidermidis S S R S S -
Staphylococcus epidermidis S R R S S -
Staphylococcus epidermidis R R R S R 28,0 -
Staphylococcus epidermidis S S R S R 28,0 -
Staphylococcus epidermidis S R R S R 28,0 +
Staphylococcus warneri R R S S R 28,0 -
Staphylococcus warneri S S S S R 28,0 -
Staphylococcus warneri S S S S R 28,0 -
Staphylococcus simulans S S S S R 28,0 -
Staphylococcus caprae S S S S S -
Staphylococcus caprae S S S S S -
Staphylococcus cohnii R S R S R =16,0 -
Staphylococcus lugdunensis S S S S R 28,0 -
Staphylococcus aureus R S S S R 28,0 -
Staphylococcus aureus R R R S R 28,0 -

CFO - cefoxitina; OXA - oxacilina; PEN - penicilina G; AMC - amoxicilina com acido clavulanico; MIC CFO -
microdiluicdo em caldo com cefoxitina. R- resistente; S- sensivel. * ug/ml

A MIC, 63,15% (12/19) das amostras foram resistentes a cefoxitina, sendo que 52,63% (10/19)
com MIC = 8,0 pg/ml e 10,52% (2/19) com MIC = 16 pg/ml (Quadro 3). No MIC, o mesmo isolado de
Staphylococcus epidermidis que apresentou resisténcia a cefoxitina, produziu resisténcia também a
oxacilina e peniciclina G no teste de difusdo em disco, além da positividade para o gene mecA. Porém, no
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restante dos isolados que apresentaram resisténcia nesse teste, o gene mecA nao foi detectado. Este fato
pode ser justificado pela perda do gene e pela utilizagdo de outra forma de resisténcia.

Van Griethuysen et al. (2005) realizaram um estudo onde ficou demonstrada a perda do gene
mecA em isolados mantidos sob congelamento. Neste estudo, os isolados foram mantidos nesta condicdo
até o momento da analise molecular. Este resultado indica que, apesar da alta especificidade, e da técnica
de caracteriza¢do genotipica molecular ser considerada definitiva para comprovac¢do da presenca do gene,
a sensibilidade da mesma pode variar com a forma e tempo de conservacao das amostras.

A resisténcia fenotipica a oxacilina é extremamente variavel e dependente da expressdo do gene
mecA. Essa variabilidade é reconhecida como heterorresisténcia fenotipica, e se caracteriza pelo fato de
que toda populacdo bacteriana heterogeneamente resistente, carrega o gene mecA, marcador genotipico
da resisténcia, porém nem todas expressam fenotipicamente sua resisténcia da mesma forma (Cauwelier
etal. 2004).

Dois isolados de Staphylococcus epidermidis foram positivos para o gene mecA proposto por
Murakami et al. (1991) (Quadro 3). Todos os isolados estudados foram negativos para o gene mecA
proposto por Melo et al. (2014), que caracterizou uma variante do gene mecA em isolados de mastite
bovina. Nao foram observados isolados positivos para os reguladores mecl e mecRI, o homolégo do gene
mecA, mecC e para o gene blaZ.

Em estudos realizados com isolados de Staphylococcus spp. provenientes de mastite caprina
subclinica no Brasil por Franca et al. (2012) e Peixoto et al. (2013) foram observadas resisténcia a
oxacilina de 15,8% e 54,5%, respectivamente, no teste de difusdo de discos, mas em nenhum deles foi
positivo para o gene mecA. Entretanto, 40,2% e 33,3%, respectivamente, desses mesmos isolados
continham o gene blaZ.

A identificagdo do gene mecA em dois isolados de Staphylococcus spp. refor¢a a sua importancia
epidemioldgica e significincia na mastite caprina, uma vez que estas estirpes tendem a dificultar o
tratamento, mesmo quando sdo agentes etioldgicos secundarios, aumentando a tendéncia a cronificacao
da enfermidade e possibilidades de disseminagdo entre os animais. Além disso, o carreamento de genes de
resisténcia antimicrobiana por esses microrganismos em ambiente de producao leiteira representa um
risco potencial para sanidade animal e saude publica, tanto pela transferéncia genética interespecifica,
incluindo para Staphylococcus aureus, como pela transmissdo direta de patégenos resistentes para os
humanos.

Outras classes de PBPs (por exemplo, PBP3 e PBP4) podem estar relacionadas a resisténcia aos
beta-lactamicos. Memmi et al. (2008) reportam ser a PBP4 o elemento chave para a resisténcia aos beta-
lactdmicos em cepas S. aureus resistentes a meticilina adquiridas na comunidade (CA-MRSA) e que a
PBP2a, produto do gene mecA, ndo é determinante para a resisténcia a oxacilina.

A elevada taxa de resisténcia fenotipica acompanhada por uma baixa detec¢do genotipica nos
isolados de Staphylococcus spp., pode estar relacionada a alteragdes nos genes desencadeadas por
mutacgdes, fagos, plasmideos e transposons. Desta forma, a multiplicidade de fatores associados a
resisténcia aos beta-lactamicos requer uma investigacdo minuciosa. A detecgdo de diferentes marcadores
genéticos de resisténcia, bem como o estudo da regulacdo da expressao génica do sistema mec, permitem
aprofundar a compreensdo do real valor de sua detec¢do na predi¢cdo da resisténcia aos antimicrobianos
beta-lactamicos, conforme preconizado pelo CLSI.

CONCLUSAO

0 presente estudo confirmou a prevaléncia de Staphylococcus spp. nos casos de mastite caprina.
Dentre os Staphylococcus coagulase negativa, a maior frequéncia encontrada foi para o Staphylococcus
epidermidis (47,36%).

Os isolados de Staphylococcus spp. apresentaram elevada resisténcia a penicilina, sendo a
associacdo beta-lactdmico e inibidor de beta-lactamase o antimicrobiano mais efetivo (100%
sensibilidade), possivelmente pelo uso restrito na terapéutica veterinaria.

A presenca do gene mecA foi detectada em dois isolados, que também apresentaram
caracteristicas de resisténcia. Tais achados reforcam a importancia deste grupo de microrganismos na
etiologia da mastite subclinica em caprinos e abre perspectivas para futuras pesquisas para a investigacao
da epidemiologia da doenga.
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3.4 PESQUISA DE RESIDUO DE ANTIBIOTICOS EM LEITE DE CABRA IN
NATURA PRODUZIDOS NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO PELO METODO DE
MULTIRRESIDUO POR LC-QTOF-MS E LC-MS/MS
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MS/MS
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RESUMO. A presenca de residuos de antimicrobianos repeeseprincipal contaminacao
quimica em leite e produtos lacteos. O leite comiraecrobianos é considerado impréprio
para o consumo, representando riscos para a saédeda possibilidade de interferéncia nos
processos tecnoldgicos de producdo. Uma das medaé&srtalecimento da caprinocultura
leiteira no pais corresponde ao monitoramento didade do leite produzido e a pesquisa de
residuos de antimicrobianos no leite. Considerandoportancia em saude publica e para a
industria, o objetivo do trabalho foi pesquisarraspnca de residuo de antimicrobianos em
leite de cabran natura produzidos no Estado do Rio de Janeiro. Foramtamie 133
amostras de leite de cabra de nove rebanhos ¢sitieicalizados no Estado do Rio de Janeiro.
A metodologia utilizada foi o0 método multirresidues leite para diferentes grupos de
antimicrobianos pela cromatografia liquida acopladaspectrometria de massa de alta
resolucdo (LC-QTOF-MSg acromatografia liquida acoplada & EspectrometridMdssas
(LC-MS/MS). A andlise de residuo de antimicrobiarios realizada no Laborat6rio de
Andlise de Residuos de Pesticidas e MedicamenttariN@ios do Laboratorio Nacional
Agropecuario (LANAGRO) no Estado do Rio Grande dib. 8lenhuma amostra apresentou
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residuo acima dos limites maximos permitidos. Apégsso, a implantacdo de um programa
de monitoramento de residuos no leite da espéprneano pais é essencial para a obtencao
de um produto final de qualidade e seguro.

Palavras-chave: Leite de cabra, Residuo Antimiaratyi Cromatografia Liquida.

ABSTRACT. The presence of antibiotic residues is the maangbal contamination in milk
and milk products. Milk with antibiotics is consrée unfit for consumption, representing
health risks and the possibility of interferencethie technological processes of production.
One of the building measures of dairy goat in tbentry is the monitoring of the quality of
milk produced and antibiotic residues in milk. Cidesing the importance of public health
and industry, the aim of the study was to investighe presence of antibiotic residue in goat
fresh milk produced in the state of Rio de Janaie collected 133 samples of goat milk
from nine dairy herds located in the State of ReoJdneiro. The methodology used was the
method multiresidues milk for different groups aitienicrobials by liquid chromatography
coupled to high resolution mass spectrometry (LGIBIMS) and liquid chromatography
coupled to mass spectrometry (LC-MS / MS). The naictiobial residue analysis was
performed on Pesticide Residue Analysis Laboratony Veterinary Medicinal Products of
the National Agricultural Laboratory (LANAGRO) irhé state of Rio Grande do Sul. No
samples showed residue above the maximum allowdinlgts. Nevertheless, the
implementation of a waste monitoring program intgaailk in the country is essential to
achieving a final production quality and safe.

Keywords: Goat milk, antimicrobial residue, Ligu@thromatography.

INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo amplamente utilizados rtartranto de doencas na medicina
veterinaria e também como suplementos em sua dietstudo, podem caracterizar perigos
relacionados ao risco de intoxicacdes de origemmeaitar para os humanos quando
administrados indiscriminadamente (Santos et @072 Devido a este fato, 0 monitoramento
dos residuos de medicamentos veterinarios em alséornou-se uma area de preocupacao
constante dos consumidores, orgaos reguladorestitiigbes de pesquisa (ANVISA, 2003;
Gatica & Gesche, 2007).

Em animais leiteiros, tais como bovinos, caprinasvimos, oS antimicrobianos sao
comumente administrados para tratamento de mastiteencas respiratorias e do trato
reprodutivo. A principal fonte de residuos de aidiobianos no leite é originada do manejo
inadequado dessas drogas e podem causar varitus efelesejaveis, como sele¢do de cepas
bacterianas resistentes, hipersensibilidade e vmsshoque anafiladtico em individuos
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alérgicos a essas substancias, desequilibrio da flatestinal, como também, efeito
teratogénico (Albuquerque et al., 1996; Costa, 19861 Schaik et al., 2002; Shitandi &
Sternesjo, 2004).

Além disso, estes residuos no leite interferem mexgsso industrial de derivados,
inviabilizando a producdo destes e, consequent@meatisando também sérios prejuizos
econbmicos, como, por exemplo, inibindo ferment@sicds que sdo -culturas de
microrganismos usadas na producéo de iogurtesjoqueioutros derivados (Van Schaik et
al., 2002).

No setor agropecuario nacional, o leite é consiiteram dos mais nobres dos
produtos de origem animal, pelo elevado valor owtnial e por ser fonte de renda para os
diferentes segmentos da cadeia produtiva (Rib&@®8). A caprinocultura leiteira vem
ganhando destaque no pais devido ao aumento dandamao interesse por produtos
especiais fabricados com esse leite, como queiljpguetes, e sua boa digestibilidade e baixo
potencial alergénico, sendo recomendado para asampessoas idosas e convalescentes. (;
Haenlein, 2004). De acordo com a Pesquisa Peadanécipal (IBGE, 2009), o Brasil possui
cerca de nove milhdes de cabecas de caprinos, oampuwducdo aproximada de 140 mil
toneladas/ano de leite de cabra. Estas recomersgladeenciam a necessidade de um
monitoramento dos residuos, assim como o desenvehid de métodos eficazes para a
determinacao deste residuo na matriz

As organizacgfes internacionais envolvidas com aesaiblica, como o JECFA -
Comité para Aditivos Alimentares da FAO/WHO e o FD#és Estados Unidos, estabelecem
as diretrizes para o Limite Maximo de Residuo omiteé de Tolerancia definidos como a
concentragdo maxima de residuo resultante do usendmedicamento veterinario, expresso
em parte por milhdo (ppm) ou parte por bilhdo (ppp)e é legalmente permitido, ou
reconhecido, como aceitavel no alimento e é esailgel para cada antimicrobiano e
aprovados para uso em animal produtor de alimé&tealor de limite maximo de residuo é
correlacionado a Ingestdo Diaria Aceitavel obtidpaatir de ensaios de experimentacao
animal avaliando-se a toxicidade, teratogenicidadearcinogenicidade desses aditivos nao
intencionais (Kiser, 1984; Mitchell et al., 1998).

No Brasil, a competéncia para estabelecer limitésimmos de residuos em alimentos,
seja de medicamentos veterinarios, seja de agooxicontaminantes e aditivos, é do
Ministério da Saude através da Agéncia Nacionaliggancia Sanitaria (ANVISA, 2003).
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No caso de medicamentos veterinarios, o Plano Nakide Controle de Residuos
Biol6gicos em Produtos de Origem Animal (PNCRB),ifstituido pela Portaria Ministerial
n° 86 de 26 de janeiro de 1979 e Portaria Miniateri 51 de 06 de fevereiro de 1986 (Brasil,
1986). Posteriormente o plano recebeu o nome deMacional de Controle de Residuos
em Produtos de Origem Animal (PNCR). Em 2007 passse chamar Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) segundoa cada ano sao publicadas
instrucdes normativas referentes as drogas a spesguisadas e seus respectivos Limites
Méaximos de Residuos (LMR) e resultados obtidos.NTRC tem suas acdes direcionadas
para conhecer e evitar a violacdo dos niveis deraega ou dos Limites Maximos de
Residuos (LMR’s) de substancias autorizadas, beno @ocorréncia de quaisquer niveis de
residuos de compostos quimicos de uso proibidar(BRASIL, 1999).

Para monitorar os residuos de antimicrobianos @ Eio comumente usados testes
de triagem imunoldgicos e de inibicdo microbiol@gialém de técnicas analiticas sensiveis e
especificas para a identificacdo e quantificacdsedéluos de antimicrobianos no leite. A
técnica mais utilizada visando a segunda altermativa cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (Shenck, Callery, 1998).

A cromatografia ocupa lugar de destaque devido a fagilidade em efetuar a
separacao, identificacdo e quantificacdo das espdpiimicas, acopladas ou ndo a outras
técnicas instrumentais de analise, como, por ex@napéspectrofotometria ou espectrometria
de massa. E um método fisico-quimico de separag&ocdmponentes de uma mistura,
realizada por meio da distribuicdo destes compesesnitre duas fases que estdo em contato
intimo. Uma das fases permanece estacionaria ettqgaasutra se move através dela, tendo
por objetivo a separacao de diferentes compostoshase na diferenca de interagcado destes
com estas duas fases (Mac Neil, 1996).

Considerando a importancia em saude publica e pandustria que os residuos de
antimicrobianos em leite representam, esse trab@t® como objetivo detectar residuos
dessas substancias em leite de cabra produzidgstado do Rio de Janeiro, utilizando-se o
método de multirresiduos por cromatografia liquadaplada a espectrometria de massa de
alta resolucdo (LC-QTOF-MS) e cromatografia liquad@plada a Espectrometria de Massas
(LC-MS/MS).

MATERIAL E METODOS
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Foram coletados 133 amostras de leite de cabra cde mebanhos leiteiros,
identificados de A a |, localizados nos seguintesigipios do Estado do Rio de Janeiro:
Seropédica, Niteroi, Friburgo, Teresopolis, Pardib&ul, Sdo Gongalo, Engenheiro Paulo de
Frontin, Tangua e Valenca.

A analise de residuo de antimicrobianos foi redbzao Laboratorio de Analise de
Residuos de Pesticidas e Medicamentos Veterindddsaboratério Nacional Agropecuario
(LANAGRO) do Estado do Rio Grande do Sul. A metod@ utilizada foi o método
multirresiduos em leite para diferentes gruposrdenécrobianos utilizando a cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massa de raffalucdo (LC-QTOF-MS)e a
cromatografia liquida acoplada a EspectrometriMdssas (LC-MS/MS) (Jang et al., 2013).
Esse método é utilizado para o monitoramento denembbianos em amostras de leite do
Plano Nacional de Controle de Residuos e Contart@afRNCRC).

Os analitos monitorados foram Tetraciclina (TC), it@xaciclina (OXI),
Clortetraciclina (CTC), Doxiciclina (DOXI), Sulfagizina (SDZ), Sulfatiazol (STZ2),
Sulfametazina  (SMZ), Sulfametoxazol (SMA) Sulfaquinoxalina  (SQX),
Sulfadimetoxina (SDMX), Sulfadoxina (SDX), Sulfaghridazina (SCP), Sulfamerazina
(SMR), Sulfizoxazol (SFX), Acido nalidixico (NALID)Acido oxolinico (OX0), Flumequina
(FLU), Ciprofloxacina (CIPRO), Enrofloxacina (ENR@ifloxacina (DIFLO), Sarafloxacina
(SARA), Danofloxacino (DANO), Norfloxacino (NORFRenicilina G (PNG), Penicilina V
(PNV), Ampicilina (AMP), Amoxicilina (AMX), Oxacilna (OXA), Cloxacilina (CLX),
Dicloxacilina (DCX), Ceftiofur (CFT), Cefapirina AP), Cefoperazona (CFOP), Naficilina
(NAFC), Cefquinoma (CFQ), Cefal6nio (CFN), Cefalei(CFX), Eritromicina (ERT),
Espiramicina (SPR), Tilmicosina (TLM), Azitromicin@&ZT), Tilosina (TIL), Lincomicina
(LNC), Clindamicina (CLN), Trimetoprima (TRI), Broawina (BMX).

O limite de deteccéo e o limite de quantificacaoespondente a 25% do LMR (limite
maximo de residuo) para cada residuo. Os sistetiiaados foram o cromatografo liquido
(Agilent modelo 1260) acoplado a espectrometro de magisadchquadrupolo-tempo de voo
(Sciex modelo 5600) (LC-QTOF-MS) e o cromatografo ligui@hgilent modelo 1100)
acoplado a espectrometro de massas do tipo trigargpolo $ciex modelo 5000) (LC-
MS/MS). A fonte de ionizagdo utilizada, em ambos sistemas, foi a ionizagdo por
eletrospray (ESI) no modo positivo.90ftwareutilizado foi oAnalystTF 1.5, para o sistema
LC-QTOF-MS eAnalystl1.6.1, para o sistema LC-MS/MS.
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As amostras foram submetidas ao processo de extcagé solvente orgéanico, para
obtencéo de um extrato purificado. Em seguideadest com solu¢do 150 mM de EDTA para
evitar a quelacdo dos compostos da classe tetremdcl Os analitos foram extraidos
utilizando acetonitrila 0,1% de acido férmico. Otraio sofre duas etapas de purificacéo,
através da remocdao de interferentes com C18 bglkidze de purificacdo a baixa temperatura.
O sobrenadante foi submetido a evaporacdo sob flexnitrogénio a 45 °C, ndo podendo
chegar a secura, com volume final entre 0,2 e @,.7@nvolume foi completado a 1 mL e o
extrato foi diretamente analisado no sistema deQIOF-MS, para a andlise de 42
antimicrobianos, e LC-MS/MS, para a analise deasutjuatro que possuem Limite Maximo
de Residuos muito baixo (4 ng /mL-1) para seremeati@tios na metodologia empregando
LC-QTOF-MS, pertencentes a classe dos beta-lact&mic

A diluicdo cromatografica foi realizada empregan@se moével em modo de
gradiente. O volume de injecéo foi de D e o fluxo da fase mével foi de 3Q@ min™. O
tempo de corrida foi de 14 minutos e o tempo ddibgo da coluna foi de 3 minutos ao final
de cada corrida. No sistema LC-QTOF-MS, os dad@sfadquiridos através de métddd
scanTOF MS, faixa de massa de 100 a 1000 da, no modiiymy com critério Ingestao
Diaria Admissivel (IDA). A quantificacdo é realiza@través do software MULTIQUANT
utilizando os métodos de quantificacdo adequadassdOde controles preparados em matriz

dispensa a corre¢do dos valores obtidos pela respgmedo método.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras analisadas obtiveram resultadtvoddos limites maximos
permitidos pela legislacao vigente.

A presenca de residuos antimicrobianos no leit® edacionada a fatores diversos,
dentre eles a utilizacdo de drogas na alimentagénaf ao manejo sanitario inadequado,
utilizacdo proposital de medicamentos em decoraédai deficiéncia na qualidade higiénica
do leite, podendo ampliar o seu prazo de validadém do uso indiscriminado de
antimicrobianos para tratamento de doencas infsasiono rebanho leiteiro (Brasil,
1991/1992).

Em estudo realizado por Nardelli (2008), analisanekiduos no leite de cabra no
nordeste brasileiro, pela técnica qualitativa “[Débste SP”, foi detectada a presenca de
residuos antimicrobianos em 14,16% do leite avali&antos (2005) e Silva et al. (2005), ao

pesquisar residuo de antimicrobianos do grupo laetamicos pela técnica imunoenziméatica
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em leite de cabra na regiao do cariri paraibancommaram, respectivamente, 31,6% e 17,7%
das amostras com residuo antimicrobiano.

Apesar de diversos trabalhos detectarem amostréaitdede cabra com residuo de
antimicrobianos, a metodologia empregada por esBesnétodos de triagem normalmente
baseados na inibicdo de crescimento microbiantestamunologicos e testes enzimaticos
com receptores especificos. Nesses casos, ha idedessle avaliacdo sobre possiveis
interferentes que podem tornar o resultado falssitipo, uma vez que métodos analiticos
baseados em imunoensaios sdo suscetiveis a iataniferde metabolitos ou produtos de
degradacgdo dos analitos, os quais podem néo seifichelos pelas técnicas cromatograficas
utilizadas nos métodos de analises mais especifisivgla, os limites de deteccdo dos
meétodos de confirmacédo as vezes sdo maiores dogjdes métodos de triagem (Brasil,
2006-2007).

Os meétodos de confirmacgdo para analises de residacscordo com a Decisdo da
Comisséo Europeia 657, de 12 de agosto de 2008ssitaam comprovar informagdes sobre a
estrutura quimica do analito. Normalmente, sdo dustoque empregam as técnicas de
cromatografia e espectrometria de massas.

Estudos investigativos de residuos em leite deacaBp escassos, principalmente
empregando técnicas cromatograficas. No Brasilaxd&te um programa de monitoramento
de residuos no leite da espécie caprina, mesmaaammacdo do PAMvet, este programa nao
engloba o leite caprino. A implantacdo desse tipgubgrama englobando o leite caprino €
primordial, desde que associado a estes, campgoduas educacdo dos produtores e
funcionarios envolvidos e, capacitagdo técnicaa f@mentar as boas praticas agropecuarias.
Portanto, integracdo entre os produtores, indisteiatros de pesquisa e orgéos fiscalizadores

€ essencial para a producao de um leite de caliaalidade e seguro ao consumidor.

CONCLUSAO
Apesar de nenhuma amostra apresentar residuo idecaobiano acima dos residuos
maximos permitidos, o monitoramento frequente dedicaenentos, seus derivados
metabolicos e o controle de residuos de antimiarad® no leite € muito importante a
industria de produtos lacteos, e, consequentemaatepnsumidor. Para o controle efetivo
desses residuos no leite é irrefutavel a tomadaneédidas conjuntas nos principios da
obtencéo do leite, haja vista que uma série dedasdireventivas ira dificultar ou mesmo

sanar a contaminacao por medicamentos no leite.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

SCN foi confirmado como agente bacteriano isolado com maior frequéncia
nas mastites caprinas e a resisténcia antimicrobiana dessas cepas frente a
ampicilina, penicilina e oxacilina, alertam para alteracées do perfil de sensibilidade
destes patdgenos ao longo dos anos. Entretanto, quando houve associa¢édo do beta-
lactamico com inibidor de beta-lactamase observou-se aumento de efetividade
(100% sensibilidade). As diferencas observadas na eficacia dos antimicrobianos
demonstram a importancia da identificagcdo do agente causal e da sua sensibilidade
antimicrobiana, com o intuito de eleger o tratamento mais apropriado. Sugere-se que
o isolamento bacteriano associado ao teste de sensibilidade a antimicrobianos seja
uma pratica rotineira, visando a reducdo das perdas econdmicas advindas da
mastite subclinica.

A deteccdo do gene mecA e a multirresisténcia encontrada nos isolados de
Staphylococcus spp. reforcam a importancia do uso consciente de medidas de
controle contra a mastite subclinica em caprinos, como também, abre perspectivas
para a investigacdo da epidemiologia da doenca.

Foi observado que a CCS nao se correlaciona com os resultados do
isolamento bacteriano, devendo ser avaliada com cautela em estudos sobre mastite
subclinica em cabras. Além disso, alguns rebanhos ndo atenderam aos padrdes
fisico-quimicos exigidos pela legislacao brasileira e a CBT média obtida esta acima
do preconizado. Também se observou que a acidez do leite é influenciada pelo
isolamento bacteriano e a lactose foi a variavel que mais afetou o valor de CBT.

Nenhuma amostra apresentou residuo de antimicrobiano acima dos limites
maximos permitidos. Entretanto, programas de monitoramento sdo necessarios,
desde que associado a campanhas para educacdo dos produtores e funcionarios
envolvidos, como também capacitagdo técnica, sdo primordiais para fomentar as
boas praticas agropecuarias e obtencdo de melhor qualidade no leite e seus
derivados. Portanto, integracdo entre os produtores, industria, centros de pesquisa e

orgaos fiscalizadores é essencial.
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