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SIQUEIRA, AK. Indicadores de qualidade, pesquisa de marcadores de
viruléncia e multirresisténcia aos antimicrobianos em estirpes de
Staphylococcus spp. em leite de origem bovina produzido no sistema
organico. Botucatu, 2011. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O presente estudo investigou a qualidade microbiolégica do leite de duas
pequenas propriedades organicas (I e Il) do estado de Sao Paulo, bem como a
presenca de marcadores de viruléncia de Staphylococcus spp. e isolados
bacterianos multirresistentes aos antimicrobianos. Foram analisados o0s
principais constituintes do leite, contagem bacteriana total, nivel de
celularidade, além da presenca de residuos de antimicrobianos, com base nas
Normativas 051 e 064 do MAPA. O efeito das estacbes do ano sobre os
parametros pesquisados também foi considerado. Foram realizadas 12
colheitas em cada uma das duas propriedades, das quais 12 mensais dos
latbes e quatro trimestrais de todos os animais. No total foram colhidas
amostras de leite de 178 animais (259 tetos). Destes, 125/259 (48,27%) tetos
acusaram mastite subclinica no CMT, 2/259 (0,77%) tetos mastite clinica e
132/259 (50,96%) foram negativos. A mediana da CCS das duas propriedades
variou entre 311,67 x 1000 céls/mL e 447,83 x 1000 céls/mL e a CBT variou
entre 25,4 x 1000 UFC/mL e 141,63 x 1000 UFC/mL, sem influéncia das
estacdes do ano. Os principais constituintes do leite mantiveram-se dentro dos
parametros estabelecidos. Das 86 amostras de leite da propriedade I, seis
(6,97%) foram positivas para a presenca de residuos de antimicrobianos,
enquanto das 173 amostras da propriedade I, 16 (9,24%) foram positivas.
Staphylococcus spp. e Corynebacterium bovis foram os micro-organismos mais
freqUentes, isolados em 58/259 (22,39%) e 50/259 (19,30%), respectivamente,
de amostras de leite dos animais. Das 58 linhagens de Staphylococcus spp., 48
(82,76%) foram classificadas como coagulase positivas (ECPs) e 10 (17,24%)
como coagulase negativas (ECNs). Para os ECPs, S. intermedius foi mais
frequente (46,56%), seguido por S. aureus (22,42%). Dentre os ECNSs, S.

warneri foi caracterizado em 13,80% das linhagens. A sensibilidade das



linhagens de Staphylococcus spp. foi > 88% para ceftiofur, oxacilina e
sulfametoxazole/trimetoprim. Penicilina G e ampicilina foram os antimicrobianos
menos efetivos com indices de resisténcia superiores a 57%. O gene mecA foi
detectado em 13,79% das linhagens de Staphylococcus spp. isoladas das duas
propriedades. sea foi detectado em 19/58 (32,75%) linhagens, enquanto seb foi
observado em 2/58 (3,44%) isolados. O gene codificador da enterotoxina C
(sec) foi encontrado em 23/58 (39,65%) linhagens. O gene codificador para
enterotoxina D (sed) foi observado em 2/58 (3,44%) isolados. Foi observado
predominio de animais com mastite subclinica por Staphylococcus spp. nas
propriedades estudadas, e aumento de CCS e CBT. As variacbes nos
principais constituintes do leite podem ser reflexo de diferencas raciais, fase de
lactacdo dos animais, idade, além de manejo, principalmente nutricional. A
presenca de residuos esta em desacordo com as normas preconizadas pela
Normativa 064, que proibe a presenca de qualquer residuo de antimicrobiano.
O isolamento de linhagens de Staphylococcus resistentes aos antimicrobianos,
contendo genes codificadores de resisténcia e para a producdo de toxinas

indicam risco em saude publica do consumo de leite cru e derivados.

Palavras-chave: Leite organico; Bovinos; Qualidade do leite; ECP; ECN;

Coliformes; Resisténcia; Enterotoxinas.






SIQUEIRA, A.K. Quality indicators, research of virulence markers and
multidrug resistance in Staphylococcus spp. strains of bovine milk
produced in the organic system. Botucatu, 2011. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The present study investigated the microbiological quality of milk from two small
organic properties (I and IlI) from S&o Paulo State, as well as the presence of
virulence markers of Staphylococcus spp. and multidrug-resistant isolates to
antimicrobials. We analyzed the major milk components, total bacterial count,
level of cellularity and the presence of antimicrobial residues, based on
Normative 051 and 064 MAPA, Brazil. The effect of seasons on the studied
parameters was also considered. Twenty harvests were conducted in each of
the two properties, including 12 monthly and four quarterly samples of all
animals. In total we collected milk samples from 178 animals (259 mammary
glands). Of these, 125/259 (48.27%) mammary glands showed subclinical
mastitis on CMT, 2/259 (0.77%) clinical mastitis and 132/259 (50.96%) had
been negative. The median of SCC of the two properties varied between 311.67
X 1000 cells/mL and 447.83 x 1000 cells/mL and TBC showed between 25.4 x
1000 CFU/mL and 141.63 x 1000 CFU/mL, without influence of the
seasons. The contents of the main milk components remained with the
established standards. Of the 86 samples of milk from the property I, six
(6.97%) were positive for the presence of antimicrobial residues, while from 173
samples of property I, 16 (9.24%) were positive. Staphylococcus spp. and
Corynebacterium bovis were the most frequent microorganisms isolated in
58/259 (22.39%) and 50/259 (19.30%), respectively, in the milk samples of
animals. Of the 58 strains of Staphylococcus spp., 48 (82.76%) were classified
as coagulase positive (CPS) and 10 (17.24%) as coagulase negative
(CNS). For the CPS, S. intermedius was more frequent (46.56%), followed by
S. aureus (22.42%). Among the CNS, S. warneri was characterized in 13.80%
of the strains. The sensitivity of Staphylococcus spp. strains was > 88% for

ceftiofur, oxacillin and trimethoprim/sulfamethoxazole. Penicillin G and ampicillin
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were the less effective with antimicrobial resistance rates of isolates above
57%. The mecA gene was detected in 13.79% of Staphylococcus spp. isolated
from the two properties. sea was detected in 19/58 (32.75%) strains, while seb
was observed on 2/58 (3.44%) isolates. The gene encoding enterotoxin C (sec)
was observed in 23/58 (39.65%) strains, and the gene encoding enterotoxin D
(sed) was detected in 2/58 (3.44%) isolates. It was observed a predominance of
animals with subclinical mastitis by Staphylococcus spp. in the properties
studied, and increased of SCC and TBC. The variation of the main components
of milk may reflect racial differences, stage of lactation, age, and management,
especially nutrition. The presence of residues is in disagreement with the
Brazilian Normative 064, prohibiting the presence of any antimicrobial
residues. The isolation of Staphylococcus strains resistant to antimicrobial
agents, containing genes for resistance and production of toxins indicate public

health risk of consuming raw milk and derivatives.

Keywords: Organic Milk; Cattle; Milk quality; CPS; CNS; Coliforms; Resistance,;

Enterotoxins.
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1. INTRODUCAO

Para as diferentes espécies de mamiferos, inclusive os humanos, o
leite € o primeiro alimento consumido apds o nascimento, se constituindo em
fonte natural de proteinas, carboidratos, gorduras e sais minerais (Fonseca e
Santos, 2000).

Registros histéricos, como pinturas rupestres, ilustram que o leite é
consumido ha mais de 10 mil anos. O primeiro fato concreto de sua utilizacédo
como alimento é o desenho encontrado em Tell Ubaid, atual Iraque, datado de
3.100 a.C., onde sao retratadas de forma primitiva a ordenha e a filtragem do
leite (Pratiqueleite, 2008).

A exploracéo leiteira € praticada em todo territério nacional. O leite e
seus derivados possuem alto impacto no setor de agronegécios, representando
fonte geradora de renda, tributos e empregos (Gomes, 2001).

No Brasil, a producdo e o consumo de leite e derivados vém
crescendo exponencialmente, fato verificado pela mudanca ocorrida na balanca
comercial lactea em 2004, na qual o pais assumiu a posi¢cdo de exportador de
leite (Ponchio et al., 2005). Simultaneamente, aumenta a necessidade de maior
rendimento industrial e, principalmente, o nivel de exigéncia dos consumidores
em relacdo a seguranca e a qualidade do leite e seus derivados. Dados
fornecidos pela FAO (Organizacdo das NagOes Unidas para a Agricultura e
Alimentacéo) revelaram que em 2006 o Brasil ocupava a sexta posicdo mundial
na producdo leiteira, superado somente por EUA, india, China, Russia e
Alemanha. No ano de 2004, foram produzidos 515,8 bilhdes de litros de leite
em todo mundo, dos quais 70% na Europa e Américas (Zoccal, 2004).

Em 2005 foram produzidos cerca de 24 bilhées de litros de leite no
Brasil. A regido Sudeste ocupou o primeiro lugar, que correspondeu a 9,7
bilhGes de litros de leite, aproximadamente 38% da producéo nacional (IBGE,
2006). Nos ultimos 25 anos, a producdo nacional de leite aumentou 119%,
passando de 10,2 bilhdes de litros em 1979 para 22,3 bilhdes em 2003 (Brasil,
2005). Em 2006 foram produzidos 25 bilhdes de litros, e jA& em 2009 o pais
produziu ao redor de 29 bilhdes de litros de leite. No entanto, em 2011, o Brasil
perdeu a condicdo de exportador visto que atender a demanda interna de

produtos lacteos tornou-se mais vantajoso (MilkPoint, 2011)
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Neste cenario, cresce também a procura por produtos e subprodutos
de origem animal produzidos no sistema organico. Sugere-se que o Brasil pode
se tornar o maior exportador de produtos organicos do mundo (Campiolo e
Silva, 2006; Polidoro, 2006), pois existem cerca de 90 milhdes de hectares
agriculturaveis, além de propriedades convencionais que migram para
organicas de maneira acentuada (Fonseca, 2008). Estudos da Federacéo
Internacional dos Movimentos de Agricultura Organica (IFOAM) demonstraram
que, em 2006, o Brasil possuia 887.637 hectares destinados a producdo de
organicos. Os principais estados sao Rio Grande do Sul, Parana e Séao Paulo,
com cerca de 15.000 produtores organicos certificados, 90% dos quais
considerados de pequeno porte ou de exploragdo da propriedade tipo familiar
(Brasil, 2007).

Em contraste, o setor brasileiro de producdo leiteira apresenta
deficiéncias nas caracteristicas de producdo e na qualidade da matéria-prima,
acarretando em perda de competitividade quando comparado com outros
paises produtores (Magalhdes et al., 2004). O leite cru ou leite “in natura”
apresenta no Brasil, em geral, altas contagens de micro-organismos mesofilos
e coliformes, que indicam os niveis de contaminacdo no momento da coleta,
além da contaminagdo ambiental sofrida em decorréncia de deficiéncias de
higiene na produgdo (Santos, 2003). A consequente m& qualidade dos leites
pasteurizados e esterilizados, assim como de derivados lacteos, reflexo da
deficiéncia higiénico-sanitaria do manejo e da ordenha, também ocorre por
altas taxas de mastite, manutencdo e desinfeccdo inadequadas dos
equipamentos de ordenha, refrigeracdo ineficiente ou inexistente e méo de
obra desqualificada (Santos, 2003; Teixeira et al., 2003).

Diferentes fatores da criagcdo dos animais influenciam a producao e a
composicdo do leite, tais como condicdbes de ordenha, raca, manejo,
alimentacdo, estagio da lactacdo, idade, temperatura ambiental, estacbes do
ano, persisténcia da lactacdo, intervalo entre ordenhas e, principalmente,
infeccdes na glandula maméaria. Seguindo a tendéncia mundial, o Brasil adotou
o sistema de pagamento por qualidade do leite, notadamente para teores mais
elevados de gordura e proteina. A andlise individual do leite € fundamental para

o monitoramento de qualidade e identificacdo de infeccbes mamarias, assim
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como para a adocao de acbes de controle e profilaxia das mastites (Reis et al.,
2007).

Os prejuizos da industria leiteira com as mastites sdo gerados por
alteracOes fisico-quimicas e microbiolégicas do leite com alta CCS, que
acarretam baixo rendimento industrial de derivados e diminuicdo da qualidade
do produto final, com redug&o do prazo de validade nas prateleiras (Langoni,
2000).

Nos EUA, estima-se prejuizo de aproximadamente 1,8 bilhdes de
dolares ao ano em decorréncia da mastite (NMC, 1996). No Brasil, os indices
de ocorréncia de mastite subclinica chegam a 72% e 17,5% de mastite clinica
(Costa et al., 1995a,b), gerando estimativas de perda de producéo entre 12% e
15%, correspondendo a 2,8 bilhdes de litros anuais em relagédo aos 20 bilhdes
de litros de leite produzidos ao ano (Fonseca e Santos, 2000). Arashiro et al.
(2008) relataram que em 2005 o Brasil teve um prejuizo estimado em 1,2
bilnGes de litros decorrentes da mastite.

A mastite em vacas € causada principalmente por agentes
contagiosos, com destaque para o género Staphylococcus. Este grupo de
micro-organismos € responsavel por altas taxas de infeccdo subclinica nos
rebanhos, reducdo nos indices produtivos, elevacdo da celularidade,
depreciacdo dos constituintes do leite e baixos indices de cura nos tratamentos
na lactacdo (Radostits et al., 2007). Ademais produzem diferentes toxinas
relacionadas a quadros de toxi-infecces em humanos (Bueris et al., 2005).

Apesar do crescimento da procura pelo leite organico no Brasil, séo
pontuais os estudos preocupados em investigar os indicadores de qualidade do
leite organico no pais, bem como os principais fatores de viruléncia dos
patdgenos relacionados a infeccdo mamaria de vacas mantidas em producao

organica.
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2. REVISAO DE LITERATURA E JUSTIFICATIVAS

2.1 Leite organico

A producdo de leite organico nacional é baixa. Estima—se que o
Brasil produza somente cerca de seis milhdes de litros/ano (Pivaro, 2005).
Assume—se que para atender a demanda brasileira seria necessario a
producdo de 600 milhdes de litros/ano. A titulo de comparac¢éo, na Dinamarca o
leite organico representa em torno de 20% do consumo nacional (Arve, 1999).
Cerca de uma dezena de produtores de leite e laticinios sdo certificados na
regido Sudeste. Somente trés propriedades produzem “leite orgéanico”
atendendo rigorosamente as exigéncias impostas a esta modalidade de
producdo no estado de Sao Paulo (ECOCERT, 2011; IBD, 2011). Segundo
Mittiman (2002), o mercado de leite organico no Brasil vem crescendo 30% ao
ano. No entanto, o leite organico pode ser considerado um produto raro, com
producao insignificante em relacdo ao leite convencional.

Para viabilizar a insercdo do Brasil no mercado internacional de
produtos organicos, normalizar e garantir a qualidade dos produtos também no
mercado interno, em 17 de maio de 1999 foi criada a Instrucdo Normativa 007
(IN 007) com o intuito de estabelecer normas de producéo, tipificacao,
processamento, envase, distribuicdo, identificacdo e qualidade para os
produtos organicos de origem animal e vegetal (Brasil, 1999).

Em 18 de dezembro de 2008, o MAPA sancionou a IN 064 e
aprovou o Regulamento Técnico para os Sistemas Organicos de Producéo
Animal e Vegetal, além das Listas de Substancias Permitidas para Uso nos
Sistemas Organicos e o0 Regulamento Técnico sobre o Extrativismo
Sustentavel Organico, revogando a IN 007. Desta forma, a producéo organica
nacional passa a ter critérios para a exploracdo da propriedade rural até o
ponto de venda, dando grande impulso ao setor, uma vez que a
regulamentagédo e a criagcdo de um sistema de avaliagdo propiciam mais
garantias aos consumidores e aumentam a credibilidade do produto (Brasil
2008).

Diversas razdes sao apontadas em anos recentes para o aumento
da procura de produtos orgéanicos, incluindo a preocupagcdo com 0 meio
ambiente, com o uso de pesticidas, os sistemas de criacdo que atendem as

exigéncias de bem-estar animal, ou a percepcdo de que os alimentos organicos
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sdo seguros e mais nutritivos quando comparados com alimentos produzidos
no sistema convencional. Muitos segmentos da populacdo tém despertado
maior interesse na saude, o que aumenta a demanda por alimentos mais
“naturais” e com menor intervencdo humana na cadeia produtiva (Ormond et
al.,, 2002; Castro et al.,, 2008). Com efeito, a agropecuaria organica se
apresenta como um novo modelo de producédo de leite e derivados, rentavel e
sustentavel, particularmente para pequenos proprietarios (Feliconio, 2008).

O termo organico é utilizado para descrever alimentos produzidos
sem o uso de fertilizantes artificiais ou pesticidas, em sistemas de rotatividade
de culturas e pastagens. Também ha énfase para a criagdo animal com o uso
minimo de medicamentos veterinarios convencionais. Desta forma, os sistemas
organicos de producdo geram alimentos mais seguros pelo uso de préticas de
manejo isentas da utilizacdo de insumos quimicos, minimizando danos ao meio
ambiente e a vida animal (Williamson, 2007). Ademais, considera-se sistema
organico de producdo agropecuéria e industrial, todo aquele que se adota
tecnologias que otimizem o uso de recursos naturais e soécio-econdmicos,
respeitando a integridade cultural e tendo por objetivos a auto-sustentacdo no
tempo e no espaco, a maximizacdo dos beneficios sociais e a minimizagdo da
dependéncia de energias ndo renovaveis, privilegiando a preservagdo da
saude ambiental e o bem-estar animal e humano (Brasil, 1999).

2.2 Mastite

O leite de qualidade deve possuir trés atributos: qualidade higiénica,
valor nutritivo e manutencdo das propriedades organolépticas. A salde e o
manejo do rebanho sdo fundamentais para a qualidade do leite produzido, nos
quais os procedimentos higiénicos adotados na producéo e no armazenamento
do leite nas propriedades rurais séo pontos cruciais (Brito, 2008).

Os problemas relacionados a saude da glandula mamaria dos
animais favorecem a presenca e permanéncia de micro-organismos e/ou suas
toxinas, residuos quimicos (antimicrobianos, inseticidas), além de causarem
inflamacéo, aumentando as contagens de células somaticas, enzimas,
proteinas séricas, provocando alteracBes fisico-quimicas, organolépticas e

nutricionais do leite. A falta de higiene no manejo e problemas na temperatura
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e tempo de estocagem predispdem a contaminacdo e multiplicacdo de micro-
organismos (Brito, 2008).

A mastite, resposta inflamatoria da glandula maméria causada
principalmente por bactérias, € provavelmente a doenca infecciosa mais
onerosa para a producdo leiteira (Costa et al., 1995a; Quinn et al., 2005;
Ribeiro, 2008), tanto convencional como organica. Esta afeccdo gera impacto
negativo na produgédo animal, no bem-estar animal e na qualidade do leite
produzido (Hillerton e Berry, 2005; Holanda Janior et al., 2005), pois ocorrem
lesGes nas células secretoras, diminuindo a producao.

Aproximadamente 140 micro-organismos, entre  espécies,
subespécies e sorovares sao reportados na génese das mastites. Estas
infecgbes sao classificadas como contagiosas ou ambientais de acordo com o
micro-organismo envolvido, epidemiologia e patofisiologia (Fonseca e Santos,
2000; Radostits et al., 2007).

A prépria glandula maméria é o reservatério para 0s agentes
causadores das mastites contagiosas, principalmente dos géneros
Staphylococcus, Streptococcus e Corynebacterium bovis. Em contraste, os
ambientais sdo representados pelas enterobactérias, fungos, algas e certos
actinomicetos, veiculados para a glandula mamaria do solo, fezes, agua e
cama dos animais (Costa et al., 1995a; Radostits et al., 2007; Ribeiro, 2008).

Fatores de manejo, nutricionais, de producao e genética dos animais
podem influenciar na ocorréncia da mastite (Fonseca e Santos, 2000). A
relacdo entre a ocorréncia das mastites e as esta¢cées do ano é variavel, dentre
outros fatores, como clima e geografia. Em regides tropicais e subtropicais a
freqiéncia pode ser maior durante partos na primavera ou inverno em virtude
do aumento da umidade. Ja nos climas temperados, a ocorréncia aumenta no
outono e primavera quando os partos ocorrem nos estabulos, favorecendo o
contato com 0s micro-organismos no ambiente dos animais (Radostits et al.,
2007).
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2.3 Micro-organismos causadores de mastites

2.3.1 Mastite pelo género Staphylococcus, resisténcia aos
antimicrobianos e producéo de toxinas

Staphylococcus aureus (S. aureus) destaca-se como 0 micro-
organismo mais freqliientemente isolado de casos de mastites contagiosas em
rebanhos leiteiros de todas as partes do mundo. As infec¢des por esta espécie
séo consideradas de dificil tratamento devido a elevada resisténcia da bactéria
aos antimicrobianos (Zecconi e Hahn, 2000; Aarestrup et al., 2001; Sears e
McCarthy, 2003; Fagundes e Oliveira, 2004; Sa et al., 2004; Freitas et al.,
2005; Coelho et al., 2007; Nader Filho et al., 2007b). Em humanos, possui
como habitat pele e mucosas, e pode ser isolado em cerca de 50% das narinas
de individuos sadios (Duquette e Nuttall, 2004).

Estafilococos coagulase-negativos (ECNs) séo considerados
contagiosos ou oportunistas (Radostits et al., 2007). Estudos em diferentes
paises demonstram o envolvimento destes agentes em aproximadamente 50%
dos casos da mastite bovina. Este grupo de micro-organismos possui alta
capacidade de invadir os tecidos mamarios, de formar microabcessos, resistem
a fagocitose e mantém-se viaveis no interior de fagocitos (Brabes et al., 1999).
Neste contexto, o controle da mastite é fundamental dentro do sistema de
producéao leiteira.

Os produtores buscam tecnologias que tornem as propriedades
leiteiras mais eficientes, gerando produtos de alta qualidade, com baixo custo
e maior rendimento industrial. Paradoxalmente, incluem no dia-a-dia o uso de
produtos que garantam salude e maior producdo animal, como 0s
antimicrobianos. No entanto, o uso indiscriminado de antimicrobianos em
humanos e animais desde a Il Guerra Mundial, tem aumentado a pressao
seletiva para linhagens de micro-organismos resistentes, além dos riscos da
presenca de residuos no leite e seus derivados (Arashiro et al., 2008).

A terapia da vaca seca € realizada ao final da lactacdo como medida
profilatica a mastite em vacas produtoras de leite. Este tratamento aumenta a
selecdo de bactérias com resisténcia multipla (Hammerum e Heuer, 2009),
aumentando o0s riscos aos humanos de infeccdo com bactérias
multirresistentes pela ingestdo de alimentos de origem animal ou contato

estreito com animais (Guardabassi e Schwarts, 2004).
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Os animais de producdo e de companhia podem tornar-se
reservatorios de micro-organismos resistentes. A disseminagdo pode ocorrer
por contato direto (pele, saliva, fezes) ou indireto (alimentos, agua) [Hammerum
e Heuer, 2009]. Os genes de resisténcia podem ser encontrados em humanos
e animais, caracterizando a disseminacao horizontal (Linton et al., 1977).

Schultz et al. (2004) relataram a presenca de 78,0% de ECN entre
202 bactérias isoladas de leite de vacas com mastite, 44,0% dos quais
resistentes para mais de um antimicrobiano testado. Turutoglu et al. (2006)
isolaram 239 linhagens de Staphylococcus de mastite bovina. Destas, 103
foram caracterizados como S. aureus e 136 como ECN. Ao redor de 62% das
linhagens de ambos os grupos foram resistentes para a penicilina, 56% para
ampicilina e 46% para amoxicilina. Moon et al. (2007b) encontraram acima de
65,0% de resisténcia para penicilina e ampicilina nas linhagens de S. aureus
isoladas de mastite bovina. Resultados semelhantes foram observados na
Hungria, pois 88,90% dos isolados de S. aureus de leite bovino foram
resistentes para penicilina (Peles et al., 2007). Em grande levantamento
realizado por Hendriksen et al. (2008), com cerca de 25.000 isolados
bacterianos obtidos de 13 paises europeus, entre 621 e 1321 S. aureus
recuperados revelaram taxas de resisténcia para a penicilina variando entre
3,0% e 49,0%.

No Brasil, em propriedades leiteiras de sistema convencional de
criacdo, Dantas et al. (2006) encontraram 68,8% de isolados do género
Staphylococcus resistentes para penicilina G e 94,8% sensiveis para oxacilina.
Coelho et al. (2007) encontraram 67,7% e 64,4%, respectivamente, de
estafilococos resistentes para penicilina G e ampicilina. Nader Filho et al.
(2007b) observaram 97,2% de resisténcia dos isolados de Staphylococcus spp.
para penicilina G e 95,8% para ampicilina, enquanto 84,7% das linhagens
foram sensiveis para oxacilina. Em estudo similar, Neves et al. (2010)
encontraram 96% dos S. aureus isolados de tetos de vacas resistentes para a
penicilina.

Em propriedades convencionais da regido Nordeste, Medeiros et al.
(2009) encontraram 62,19% de multirresisténcia para dois ou mais

antimicrobianos testados em 291 isolados de Staphylococcus. Ampicilina foi o
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antimicrobiano menos efetivo frente aos isolados, com resisténcia variando
entre 56,5% e 72,8%, de acordo com a regido amostrada.

Mesmo com variagdes no numero de isolados resistentes, a baixa
efetividade de penicilina e ampicilina frente aos Staphylococcus sp. isolados é
notoria em diversos paises, inclusive no Brasil. Destaca-se também a
importancia da resisténcia aos antimicrobianos de ECN envolvidos na génese
de processos infecciosos da glandula mamaria de vacas.

A resisténcia aos antimicrobianos, principalmente a meticilina, é
problema emergente de propor¢des globais. Este farmaco foi introduzido na
rotina médica em 1959, representando um passo importante no tratamento das
infec¢cBes estafilococicas (Martins e Cunha, 2007).

O primeiro relato de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) data
de 1961(Fitzgerald et al., 2001). A resisténcia a meticilina € codificada pelo
gene mecA, localizado em uma ilha de patogenicidade denominada
“Staphylococcal Cassette Chromosome” (SCCmec), elemento genético mével
que pode ser transmitido entre diferentes espécies de estafilococos (Mandell et
al., 2005; Rozgonyi et al., 2007). O gene mecA codifica uma proteina ligadora
de penicilina alternativa - PBP (PBP’2 ou PBP2a) com baixa afinidade a
oxacilina e a outros antimicrobianos do grupo dos B-lactamicos, reconhecido
como um dos principais mecanismos de resisténcia destas bactérias (Mandell
et al., 2005; Santos et al., 2005). A dificuldade de tratamento dos pacientes
infectados com Staphylococcus meticilina-resistentes (MRS) leva a longos
periodos de hospitalizacbes, gastos com internacdes e altos indices de
mortalidade (Rozgoni et al., 2007).

Em diferentes paises tem-se destacado a emergéncia de MRS nos
animais e humanos. Juhasz-Kaszanyitzky et al. (2007) colheram, entre 2002 e
2004, 595 amostras de leite de vacas com mastite subclinica de uma fazenda
leiteira na Hungria. Foram isoladas 375 linhagens de S. aureus, das quais 27
classificadas como meticilina-resistentes. No Brasil, Coelho et al. (2007)
avaliaram 80 linhagens de Staphylococcus isolados de 29 casos de mastite
bovina, 30 de otite canina e 21 de infeccdes humanas. Detectaram o gene
mecA em 12 linhagens e resisténcia a oxacilina em 38,9% e 33,8%,

respectivamente, dos isolados de humanos e animais.
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A transmissdo de MRS pelo consumo de alimentos ndo tem sido
devidamente estudada. Porém, S. aureus é freqlientemente isolado de
alimentos e envolvido em surtos alimentares. Dantas et al. (2006) isolaram 66
linhagens de S. aureus de 140 amostras de leite e derivados provenientes de
Goias. O perfil de sensibilidade microbiana revelou 23,4% das linhagens
multirresistentes e a resisténcia a meticilina foi observada em quatro (5,2%)
isolados. A alta taxa de prevaléncia de S. aureus e a presenga de MRS sinaliza
para os riscos do consumo de leite contaminado por linhagens de estafilococos
multirresistentes. Corrente et al. (2007) encontraram seis linhagens de MRS
entre 200 isolados de origem animal na Italia, das quais quatro isoladas de leite
cru bovino e uma de queijo. Estes achados denotam o impacto de estirpes
multirresistentes isoladas de vacas com mastite, e a necessidade de estudos
do perfil de sensibilidade de Staphylococcus obtidos de animais, com vistas a
vigilancia epidemiolégica de isolados com resisténcia multipla aos
antimicrobianos, em especial & meticilina.

Na familia Staphylococcaceae (Garrity e Holt, 2001), a espécie S.
aureus € freqlientemente relacionada a infeccbes e intoxicacbes alimentares
(S& et al., 2004; Stamford et al., 2006). Sdo reconhecidas 23 enterotoxinas
estafilococicas — EES, que apresentam elevada termorresisténcia (Jorgensen
et al., 2005a; Vasconcelos e Cunha, 2010). Individuos acometidos apresentam
periodo de incubacao variando de uma a seis horas apés a ingestao (Balaban
e Rasooly, 2000; Carmo, 2001), frequentemente apresentando 0s sinais tipicos
entre duas a quatro horas ap6s ingestéo de toxina (Balaban e Rasooly, 2000).
S. aureus é considerado um dos principais agentes de toxi-infec¢do alimentar
de origem bacteriana nos humanos (Lamaita et al., 2005). As principais
manifestacdes clinicas sdo representadas por episodios de émese e diarréia,
geralmente mais graves em recém nascidos, idosos e pessoas
imunocomprometidas (Balaban e Rasooly, 2000; Nader Filho et al., 2007a).
Estima—se que 30 a 50% das linhagens de S. aureus isoladas de mastite em
animais sejam toxigénicas, das quais as toxinas A, B, C e D sao,
provavelmente, as mais patogénicas para os humanos (Dinges et al., 2000).

Das linhagens de S. aureus isoladas a partir de amostras de queijo
minas envolvidos em surto de intoxicacdo alimentar em Ouro Preto, MG, 80%
produziram SEA, 20% SEB, 30% SED e 10% SEE. SEC e TSST-1 ndo foram
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detectadas (Sabioni et al., 1988). Carmo et al. (2002) encontraram
enterotoxinas A, B e C em queijo Minas e enterotoxinas C e D em leite cru de
dois surtos de intoxicac&o alimentar em cidades do interior do estado de Minas
Gerais. Kérovanton et al. (2007) encontraram pelo menos uma enterotoxina
pesquisada em 29/33 (87,90%) linhagens de S. aureus de casos de intoxicacao
alimentar na Franca, SEA foi relatada em 23/33 (69,70%) e SED em 12/33
(36,36%).

Outro fator de viruléncia do género Staphylococcus € a toxina 1 da
sindrome do choque téxico (TSST-1), reconhecida como a principal causa da
sindrome do choque téxico (TSS) em humanos, cujos principais sinais clinicos
sao febre, hipotenséo, congestdo em varios érgaos e choque letal (Fagundes e
Oliveira, 2004; Nader Filho et al., 2007a). Cardoso et al. (1999), em Minas
Gerais, encontraram 65,04% de 127 linhagens de S. aureus isoladas de casos
de mastite bovina produtoras de TSST-1.

Nos ultimos anos, ECN tém merecido destaque na literatura
especializada em virtude da capacidade de producéo de toxinas (Cunha et al.,
2006).

Apenas os grandes surtos de intoxicacdo associados aos alimentos
industrializados sao difundidos e recebem atencdo do publico e da midia. Em
contraste, os casos individuais s&o menos divulgados, principalmente pela
auséncia de notificacdo, dificultando precisar a real incidéncia (Sa et al., 2004;
Stamford et al., 2006). Estudos de vigilancia epidemiolégica voltados a
ocorréncia de linhagens de Staphylococcus spp. e a producéo de fatores de
viruléncia, além da avaliacdo da adocao de boas praticas sanitarias desde a
producdo até a prateleira para os produtos de origem animal, sao
imprescindiveis para os profissionais de saude, como subsidio para a adocao
de acbes de controle e profilaxia, visando assegurar a qualidade dos produtos

e derivados de origem animal.

2.3.2 Mastite pelo género Escherichia coli e fatores de viruléncia
Embora com menor prevaléncia, as bactérias da familia
Enterobacteriaceae, principalmente Escherichia coli (E. coli), podem estar
envolvidas na etiologia das mastites, principalmente nas primeiras semanas de

lactacdo, sob a forma de graves manifestacdes clinicas (Langoni et al., 1998;
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Radostits et al, 2007). As enterobactérias sdo responsaveis por mastites
classificadas como ambientais, pois estdo presentes no ambiente de criagcéo
dos animais (Ribeiro, 2008). Em estudo conduzido por Hendriksen et al. (2008)
foram isoladas ao redor de 4500 (18,0%) linhagens de E. coli a partir do leite de
vacas e de fezes de animais com diarréia, provenientes de 13 paises da
Europa, dentre mais de 25.000 (100,0%) isolados bacterianos.

No que diz respeito as intera¢des entre animais, humanos e E. coli,
podemos dividir esta espécie bacteriana em dois grupos. O primeiro grupo €
formado por comensais que habitam o intestino grosso de homeotérmicos de
seu nascimento até a morte. O segundo, formado por E. coli patogénicas, pode
causar diversos tipos de infeccdes e é constituido por muitos patotipos. Os
micro-organismos comensais podem causar infeccbes em individuos
imunocomprometidos ou de maneira iatrogénica (Veronesi, 2005; Martinez e
Trabulsi, 2008). A patogenicidade e as manifestacdes clinicas das colibaciloses
variam de acordo com a presenca de diferentes fatores de viruléncia,
representados por adesinas, endo e exotoxinas, sistemas de captagéo de ferro
e multi-resisténcia aos antimicrobianos.

Classicamente E. coli € considerado um dos principais agentes
causais da enterite em humanos e nos animais. As linhagens de E. coli
relacionadas as manifestacdes clinicas entéricas ou diarreiogénicas sao
divididas na atualidade em seis classes ou grupos: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli que adere
difusamente (DAEC) [Acha e Szyfres, 2001; Kaper et al., 2004; Veronesi, 2005;
Martinez e Trabulsi, 2008].

Diversos estudos assinalam a emergéncia de E. coli
enterohemorragica (EHEC) sorotipo O157:H7, responsavel por graves surtos
de colite hemorragica, trombocitopenia e distlrbios renais, freqlientemente
fatais em criancas (Besser e Griffin, 1999; Ribeiro et al., 1999; Ribeiro et al.,
2006). Desde o primeiro surto descrito em 1982 nos EUA pelo consumo de
hamburgueres em “fast food”, muitos alimentos foram descritos como veiculos
do sorotipo O157:H7. Entretanto, os produtos de origem animal, principalmente
de bovinos, merecem destaque especial (Leclerc et al., 2002; Ribeiro et al.,

2006). Os bovinos sédo considerados os principais reservatorios do sorotipo
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0157:H7 para os humanos (Acha e Szyfres, 2001; Mandell et al., 2005;
Martinez e Trabulsi, 2008).

A participagao do sorotipo O157:H7 na génese das mastites bovinas
nao esta totalmente esclarecida, embora existam evidéncias epidemiolégicas
associando o consumo de leite e derivados com casos de doenca em humanos
(Martin et al., 1986; Chapman et al., 1993; Morgan et al., 1993; Ansay e
Kaspar, 1997; Tauxe, 1997; Besser e Griffin, 1999). No Brasil, Ribeiro et al.
(2006) avaliaram a producédo de diferentes fatores de viruléncia em 120
linhagens de E. coli isoladas de mastite clinica e subclinica em bovinos e
detectaram a producdo de hemolisinas em oito (6,7%) linhagens, verotoxinas
em cinco (4,2%), fator necrosante citotdxico em uma (0,8%), sideréforos em 11
(9,2%) e multirresisténcia a dois ou mais antimicrobianos em 24 (20%), porém
ndo detectaram o sorotipo O157:H7. Salvadori et al. (2003) investigaram a
viruléncia de 205 linhagens de E. coli isoladas de bovinos com diarréia, e
encontraram seis (2,9%) estirpes contendo, simultaneamente, genes
codificadores para toxinas de Shiga (stx) e de intimina (eae), caracteristicos do
sorotipo O157:H7. Sandrini et al. (2007) isolaram E. coli verotoxigénicas em 57
(95%) de 60 propriedades de Pelotas, RS e em 119 (49%) de 243 animais com
aptidao leiteira, comprovando a presenca do mesmo nos bovinos criados no
pais.

O sorotipo O157:H7 se adere as células formando grupamentos de
microcolénias na superficie do enterocito de maneira intima e localizada,
destruindo as microvilosidades, provocando alteragdes na constituicdo e no
metabolismo celular. Este tipo de lesdo € reconhecida como
Attachment/Effacement (A/E), pois apés a adesdo ha também formacao de
“pedestais ou saliéncias” nas células. O desenvolvimento da lesdo A/E envolve
a participacdo de genes plasmidiais e cromossomicos, bem como resposta
celular. Porém, os principais genes envolvidos com A/E se encontram inseridos
no cromossomo bacteriano formando uma ilha de patogenicidade (PAIl)
denominada LEE (“Locus of Enterocyte Effacement”). Dentre 0s genes
presentes nessa PAI, encontra-se o gene eae (E. coli attachment and effacing),
que codifica a sintese de uma proteina denominada intimina, responsavel pela

adeséao intima da bactéria as células intestinais (Kaper et al., 2004).
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Kuhnert et al. (2005) detectaram o sorotipo O157:H7 em 25% das
amostras fecais de bovinos leiteiros produzidos no sistema organico e em 17%
dos animais criados de maneira convencional. A diferenga foi estatisticamente
significante, alertando para a maior prevaléncia do micro-organismo em
animais criados de forma orgéanica, o que indica a necessidade de mais
estudos e de vigilancia continuada para este sistema de produgéo.

Diferentes toxinas com efeito litico em células epiteliais, eritrécitos e
leucdcitos sdo produzidas por E. coli. Dentre as principais toxinas e citolisinas,
assumem destaque o-hemolisina (hlyA), fator necrosante citotéxico (cnf) e
verotoxinas (vt) [Martinez e Trabulsi, 2008].

A oa-hemolisina € uma citotoxina capaz de induzir a formacédo de
poros na membrana de diversas células do hospedeiro, resultando em morte
celular (Martinez e Trabulsi, 2008). Esta toxina faz parte da familia RTX
(“Repeat Toxin”). Promove a lise em eritrdcitos, leucdcitos, células endoteliais e
do epitélio renal (Johnson, 1991), recebendo a denominacdo de citolisina
(Reingold et al., 1999). A hemolisina é codificada por um operon cromossomal
composto por quatro genes designado hlyABCD. O gene hlyA é estrutural, hlyC
€ responsavel pela ativagdo pds transcricional da proteina estrutural e as
proteinas hlyB e hlyC de membrana, compdem a maquinaria secretdria de hlyA
(Garcia e Le Bouguénec, 1996). Em animais, o operon hly se localiza nos
plasmidios (Johnson, 1991; Reingold et al., 1999).

A exposicdo de polimorfonucleares a a-hemolisina estimula a
degranulacdo e a liberacdo de ATP e leucotrienos, causando severas
alteracdes morfoldgicas, diminuindo quimiotaxia e fagocitose. A lise celular
ocorre em altas concentragcdes da toxina. Mondcitos e granulécitos séo
altamente sensiveis a citotoxicidade da hemolisina, enquanto linfécitos séo
relativamente resistentes. A formacao de poros, decorrente da ligagcado de hly
com o receptor na célula do hospedeiro, permite o fluxo livre de cétions, ions e
agua, levando a perda do conteudo intracelular, altera¢cées no citoesqueleto e
no metabolismo da célula (Johnson, 1991).

Caprioli et al. (1983) descreveram uma toxina produzida por estirpes
de E. coli isoladas de enterite de criancas capaz de induzir lesdes necréticas
em pele de coelho. O efeito citopatico desta toxina em linhagens celulares
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HelLa e Vero leva ao desarranjo do tapete celular, formacao de células gigantes
e multinucleadas. Em 1983 a toxina foi denominada Fator Necrosante
Citotdxico (cnf) (Gyles, 1992; Pohl et al., 1993; Garcia e Le Bouguénec, 1996;
Boquet, 2001). A producao de cnf-1 foi reportada em E. coli isoladas de casos
de enterite, septicemia e nefrite em humanos, diarréia em vacas e suinos,
septicemia em touros, e em casos de septicemia e infec¢do do trato urinario em
cdes e gatos (Gyles, 1992; Pohl et al., 1993). Kaipanem et al. (2002)
observaram os genes cnf-1 e cnf-2, respectivamente, em 11% e 8% das
linhagens de E. coli isoladas de casos de mastites da Finlandia e em 1%, para
ambos os genes, das linhagens provenientes de Israel.

A verotoxina tipo 1 (vtl) é funcionalmente e estruturalmente similar a
toxina de Shiga (sintetizada por Shigella dysenteriae), porém vt2 é
antigenicamente distinta de vtl, e ambas sdo também denominadas toxinas
Shiga-like (Stx 1 e 2) [Nataro e Kaper, 1998; Ribeiro, 2001]. As toxinas vtl e vt2
sdo constituidas por duas subunidades (A — B). A subunidade B é um
pentdmero que se liga a um receptor glicolipidico especifico, presente na
superficie das células eucaridticas. Apos a ligacdo de B com os enterdcitos, a
subunidade A é carreada para o interior celular, sofrendo acdo de enzimas
proteoliticas, reduzida a subfracdes. A subfracdo A; remove residuo de
adenina da por¢do 28S ribossomal, inibindo a sintese protéica e causando
morte celular (Ribeiro, 2001). Os genes estruturais para as verotoxinas sao
encontrados em bacteridfagos lisogénicos que 0s inserem Nno cCromossomo
bacteriano (Nataro e Kaper, 1998).

Devido ao grande numero de surtos de diarréia no Brasil e a
gravidade das manifestacdes clinicas provocadas pela infeccdo por O157:H7,
faz-se necessaria a pesquisa de fatores de viruléncia que caracterizem
linhagens diarreiogénicas, como também estudos de vigilancia epidemioldgica
com alimentos e derivados de origem animal, visando a prevencdo de EHEC

no pais.

2.4 Indicadores de qualidade do leite
As alteracbes no metabolismo celular da glandula mamaria
prejudicam a sintese dos componentes do leite. A mastite altera a

permeabilidade dos vasos sanglineos e da rota paracelular de secrecdo de
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constituintes do leite, acarretando alteracdes em sua composicdo, a saber:
aumento da contagem de células leucocitérias e epiteliais ou células somaticas
(CCS) e da contagem bacteriana total (CBT), diminui¢cdo dos teores de gordura,
proteina e lactose, aumento das imunoglobulinas e fracées do soro sanguineo

no leite, desequilibrio salino e aumento de pH (Arashiro et al., 2008).

2.4.1 Contagem de Células Somaticas

A contagem de células sométicas é um método indireto de
diagnéstico utilizado no monitoramento da saude da glandula mamaria de
fémeas em lactacdo por quantificar a presenca de células epiteliais e de defesa
no leite (Barbosa et al., 2002), que migram do sangue para o interior da
glandula mamaria, com o objetivo de combater patégenos (Sa et al., 2004).
Inimeras sdo as perdas relacionadas com a alta CCS em animais de
exploracéo leiteira (Brito, 2008).

As infecgbes mamarias por S. aureus estdo relacionadas a altas
contagens de células somaticas, bem como outros estafilococos coagulase
positivos (Fonseca e Santos, 2000).

ECN foram considerados ndo patogénicos até 1973, quando
Holmberg demonstrou a patogenicidade de Staphylococcus epidermidis no
Ubere de vacas com mastite subclinica, apos verificar contagens acima de
500.000 céls/mL de leite. No Brasil, Zafalon et al. (1999) encontraram valores
de CCS com médias acima de 860.000 céls/mL no leite de animais com mastite
causadas por ECN. Em contraste, Costa et al. (2005) encontram valores
inferiores, em vacas na lactacdo, em torno de 400.000 céls/mL. Atualmente
estes patogenos residentes da pele do Ubere sédo altamente relacionados com
surtos de mastites, principalmente em rebanhos com controle de patégenos
maiores como S. aureus e Streptococcus agalactiae (Radostits et al., 2007).

Na Europa, com a consolidagdo da producdo de leite organico,
diversos estudos tém monitorado a celularidade do produto como parametro da
qualidade deste tipo de leite. Roesch et al. (2006), na Suica, encontraram entre
71 e 115 x 10° céls/mL para as amostras de leite produzidas no sistema
organico, comparativamente a 57 e 93 x 10° céls/mL em leite convencional,
com auséncia de diferenca estatistica entre os valores. Hamilton et al. (2006)

em tanques de expansdo de propriedades localizadas na Suécia, observaram
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intervalos entre 83 a 280 x 10° céls/mL no leite organico e 45 a 540 x 10°
céls/mL no leite convencional, com médias de CCS proximas a 180 x 10°
céls/mL.

No Brasil, apenas 0,02% da producéo leiteira anual € produzida no
sistema organico. Os estudos nacionais preocupados com o nivel de
celularidade do leite organico como parametro de qualidade sado escassos. No
intuito de mensurar a CCS do leite organico e convencional produzidos no
interior de S&o Paulo, Campos (2004) encontrou, respectivamente, 1.754.530
céls/mL e 347.800 céls/mL. De acordo com os parametros estabelecidos, a IN
051 (Brasil, 2002) aceita atualmente, na plataforma, o leite com até 750.000
céls/mL. Desta forma, o leite organico estaria fora dos padrdes de celularidade

exigidos.

2.4.2 Contagem Bacteriana Total

A contagem bacteriana total € um parametro aferido para mensurar
a contagem de unidades formadoras de colénias de micro-organismos aerdbios
mesofilos no leite (Brasil, 2002). Estudos conduzidos no territorio nacional tém
mostrado que as principais fontes de contaminacéo para o leite por mesoéfilos
aerbbios sao a superficie e a agua residual dos latdes e tanques de expanséo,
além de tetos mal higienizados (Langoni, 2000).

De acordo com a IN 051 aceita-se atualmente até 750.000 UFC/mL
(Brasil, 2002). Campos (2004) encontrou valores acima do permitido pela IN
051 para as amostras de leite produzidas tanto no sistema organico quanto no
sistema convencional, reforcando a necessidade da avaliagdo periddica da
CBT como parametro de qualidade do leite. No Brasil, as IN 051 e 064 tém sido
utilizadas como referéncia para garantir seguranca aos consumidores destes

produtos.

2.4.3 Residuos de antimicrobianos

O leite de animais mastiticos pode veicular micro-organismos
patogénicos, gerando grande preocupacdo em saude publica. Neste contexto,
o controle da mastite é fundamental dentro do sistema de producao leiteira. Os
produtores buscam tecnologias que tornem as propriedades mais eficientes,

gerando produtos de alta qualidade, com baixo custo e maior rendimento
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industrial. Paradoxalmente, incluem no dia-a-dia 0 uso de produtos que
garantam saude e maior producdo animal, como 0s antimicrobianos. No
entanto, o uso em grande escala de farmacos pela populacdo em geral desde a
década de 50 tem aumentado a pressao seletiva para linhagens de micro-
organismos resistentes, além de favorecer a presenca de residuos no leite e
derivados de origem animal (Arashiro et al., 2008). Os residuos causam
também danos irreversiveis para a industria, pela diminuicdo ou inibicdo da
quantidade de bactérias responséaveis pela fermentacdo (queijos e iogurtes)
[Tetzner et al., 2005], bem como o risco de rea¢Bes organicas indesejaveis nos
humanos.

O consumo de leite e derivados contendo residuos de
antimicrobianos pode desencadear fendmenos alérgicos em individuos
sensiveis, efeitos tdxicos e carcinogénicos, alteracbes no equilibrio da
microbiota intestinal e favorecer a pressao seletiva para linhagens de bactérias
resistentes no trato gastrintestinal (Almeida et al., 2003). A maioria da
populacdo humana é exposta a baixas doses de contaminantes, de forma
freqlente e com efeitos a longo prazo (Kukurova e Hozova, 2003).

Atualmente existem varios métodos de deteccdo de residuos de
antimicrobianos e outras substancias inibidoras no leite, incluindo testes
inibidores de multiplicacdo bacteriana, métodos imunoldgicos e enzimaticos
(Almeida et al., 2003).

Para a pesquisa de substancias inibidoras/residuos tem sido
amplamente utilizado o método de inibi¢cao “in vitro” da multiplicagdo de Bacillus
stearothermophilus em meio de cultivo especifico, em virtude de sua
praticidade e capacidade de evidenciar grande quantidade de principios ativos
(Kukurova e Hozova, 2003). Este tipo de teste consiste na observacdo da
capacidade de multiplicacdo de determinado micro-organismo na presenca do
antimicrobiano (Fonseca e Santos, 2000).

No Brasil, diversos autores tém-se preocupado em monitorar a
presenca de residuos quimicos, principalmente antimicrobianos, no leite bovino
produzido no sistema convencional. Nascimento et al. (2001) ao avaliarem a
ocorréncia de residuos de antimicrobianos em 96 amostras de leite
comercializado em Piracicaba, SP, encontraram 50% de positividade, 34,8%

das quais positivas para p-lactamicos. Em Salvador, Barros et al. (2001)
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encontraram 38,5% das amostras de leite pasteurizado tipo C contendo
residuos de antimicrobianos. No entanto, Almeida et al. (2003) ao investigarem
o leite de 158 propriedades rurais de Uberlandia, MG, detectaram residuos de
B-lactamicos em somente 1,89% das amostras.

Os estudos direcionados a deteccdo de residuos no leite produzido
no sistema organico sao escassos, particularmente no Brasil, apesar da
exigéncia da IN 064 de auséncia de residuos no leite organico. A Instrucéo
Normativa 051 (MAPA) exige o monitoramento mensal da presenca de
residuos de antimicrobianos no leite, cuja responsabilidade é das industrias e,
afirma ainda, que as analises devem ser realizadas somente por laboratorios
oficiais ou credenciados pelo MAPA (Brasil, 2002). O conhecimento da
exposicao da populagédo a esses compostos é de fundamental importancia para
nortear as acdes de controle visando a protecdo do consumidor.

Em estudo investigando a presenca de residuos de antimicrobianos
em leite bovino produzido no sistema organico, Campos (2004) encontrou
6,67% das amostras analisadas positivas para B-lactamicos. Em 2009, Ribeiro
et al. encontraram quatro (2,7%) amostras de leite positivas para residuos de
antimicrobianos, dentre 178 colhidas de quatro propriedades certificadas como

organicas do estado de Séo Paulo.

2.4.4 Constituintes do leite

Os teores dos constituintes do leite sdo determinantes para o
estabelecimento da sua qualidade nutricional e aptiddo para o processamento
industrial e consumo humano (Bansal et al., 2005). A sintese do leite ocorre na
glandula mamaria sob influéncia hormonal (Radostits et al., 2007). Muitos
componentes sdo sintetizados nas células secretoras, enquanto outros
compdem o leite pelo acesso através do sangue e epitélio glandular (Fonseca e
Santos, 2000). A 4gua € o constituinte mais abundante no leite, na qual estédo
dispersos os demais componentes. A maior parte da agua apresenta-se na
forma livre. No entanto, a agua também esta ligada as proteinas, lactose e aos
minerais (Bordolla , 2007).

Exceto a agua, consagrou-se agrupar os constituintes do leite em
extrato seco total, ou sodlidos totais (Fonseca e Santos, 2000; Polegato e
Rudge, 2003). Quando a gordura é desconsiderada obtém-se 0 extrato seco
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desengordurado ou sdlidos ndo gordurosos do leite (Brito, 2008). Estes
parametros tém sido empregados para o pagamento por qualidade do leite “in
natura” pelas industrias de laticinios (Gomes, 2001).

A gordura do leite € encontrada sob a forma de glébulos, compostos
principalmente por triglicerideos, envolvidos por membrana lipoprotéica
(Langoni, 2000; Gomes, 2001; Zoccal, 2004). A gordura € o componente lacteo
que mais sofre variagbes sob influéncia da alimentagcdo dos animais, raca,
estacdo do ano e periodo da lactacdo (Bansal et al., 2005).

As proteinas podem ser consideradas a fracdo mais expressiva dos
compostos nitrogenados do leite, visto que 95% da fracdo nitrogenada do leite
bovino € constituida por proteinas e 5% por compostos nitrogenados nao
protéicos (Fonseca e Santos, 2000). Os fatores que influenciam a composicao
e a distribuicdo das fracbes nitrogenadas do leite bovino séo, principalmente,
infeccbes mamarias, temperatura ambiental, estdgio da lactacdo, numero de
paricoes, raca e alimentacdo (Fonseca e Santos, 2000; Brito, 2008).

A lactose, glicideo caracteristico do leite, é formada por glicose e
galactose, e considerada o composto soélido predominante e pouco variavel
(Fonseca e Santos, 2000). Este glicideo pode ser metabolizado por micro-
organismos para formacdo de acido lactico (Brito, 2008). Os niveis de &cido
lactico podem ser utilizados como controle de processamento ou de qualidade
da matéria-prima (Brasil, 2005).

O leite contém altos teores de cloro, fésforo, potassio, calcio e
magnésio. Ao contrario, apresenta baixos teores de ferro, aluminio, bromo,
zinco e manganés, sais organicos e inorganicos (Sordillo et al., 1997). Também
sdo encontradas todas as vitaminas conhecidas, tanto em leite bovino quanto
em humano (Brito, 2008). As vitaminas A, D, E e K encontram-se associadas
com globulos de gordura e as demais estdo dispersas em agua (Fonseca e
Santos, 2000). A concentracdo de vitaminas € dependente da alimentacdo das
vacas (Gomes, 2001; Brito, 2008), exceto da vitamina K e outras
hidrossoluveis, que sao sintetizadas no trato digestério de ruminantes
(Radostits et al., 2007).

O controle higiénico-sanitario dos rebanhos e da ordenha é
fundamental para garantir as caracteristicas nutricionais, organolépticas e de

celularidade, bem como auséncia de residuos quimicos, reduzindo o risco de
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transmissdo de agentes de doencas e reacfes organicas indesejaveis nos
humanos. As questdes que envolvem a melhoria da qualidade do leite e do
nivel da producao sdo extremamente complexas e requerem o esfor¢o conjunto
de todos os setores da cadeia produtiva, incluindo produtores, meédicos
veterinarios, MAPA (IN 051, IN 064), comerciantes, consumidores e
pesquisadores.

Considerando o aumento da procura por alimentos organicos, o
incremento na producdo de leite organico no pais e a escassez de estudos
voltados a inocuidade e seguranca deste tipo de produto de origem animal, o
presente estudo investigou a composicao nutricional, celularidade, presenca de
residuos de antimicrobianos, qualidade microbiolégica, bem como a
sensibilidade aos antimicrobianos e os principais marcadores de viruléncia em
linhagens de Estafilococos coagulase-positiva (ECP) e Estafilococos
coagulase-negativa (ECN) em leite bovino, produzido em propriedades

certificadas como organicas, localizadas no interior do estado de Séo Paulo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a qualidade do leite quanto aos constituintes, celularidade,
contagem bacteriana total, presenca de residuos de antimicrobianos e micro-
organismos patogénicos, sensibilidade aos antimicrobianos e fatores de
viruléncia das linhagens de ECP, ECN e E. coli isoladas do leite de origem
bovina produzido no sistema organico, em propriedades do interior do estado
de S&o Paulo.

3.2 Especificos

e Analisar os constituintes do leite (gordura, proteina, lactose,
extrato seco total e extrato seco desengordurado) colhido dos animais, do
tanque de expansao e latbes das propriedades;

¢ Quantificar o perfil de celularidade (CCS) e contagem bacteriana
total (CBT) do leite colhido dos animais, do tanque de expansédo e latbes das
propriedades;

o Verificar o efeito das estacbes do ano nos indicadores de
gualidade do leite amostrado;

e Detectar a presenca de substancias inibidoras no leite colhido dos
animais, do tanque de expanséao e/ou latbes das propriedades;

e Avaliar a ocorréncia de linhagens de ECP, ECN e de E. coli
isoladas a partir de leite produzido no sistema organico;

e Determinar o perfil de sensibilidade “in vitro” das linhagens de
ECP, ECN e E. coli isoladas de leite produzido no sistema organico frente aos
antimicrobianos utilizados rotineiramente na terapia das mastites bovinas;

¢ Investigar a presenca de resisténcia multipla aos antimicrobianos
e a ocorréncia de resisténcia a meticilina nas linhagens de ECP e ECN isoladas
a partir de leite organico;

e Investigar a presenca de genes codificadores de resisténcia a
meticilina nas linhagens de ECP e ECN e genes codificadores de fatores de
viruléncia em E. coli (intimina) isoladas a partir de leite;

e Determinar a ocorréncia de linhagens toxigénicas de ECP e ECN

(enterotoxinas A, B, C e D, e toxina 1 da sindrome do choque toxico) e E. coli
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(fator necrosante citotéxico, hemolisinas e verotoxinas) isoladas a partir de leite
amostrado;

¢ Verificar o cumprimento das exigéncias quanto aos indicadores de
qualidade de producdo estabelecidos pela IN 051 para a producdo de leite
produzido no sistema organico em propriedades do interior do estado de Séao

Paulo, e sua interface com a IN 064.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Propriedades rurais em sistema organico de producao

Foram utilizadas para o estudo duas pequenas propriedades rurais
certificadas (ECOCERT, 2011; IBD, 2011) e mantidas sob condicbes de
exploracdo de leite organico, localizadas no interior do estado de Sao Paulo.
Estas propriedades s&o consideradas de pequeno porte, mantendo
aproximadamente 10 e 25 animais em lactacdo. Ao longo de um ano foram
amostrados 127 tetos com mastite clinica ou subclinica provenientes das duas

propriedades e 132 tetos sem mastite, além da avaliacdo do leite de 63 latbes.

4.1.1 Propriedade rural |

A propriedade rural | (figura 1A) estd localizada préoxima ao
municipio de Botucatu. Esta pequena propriedade € considerada do “tipo
familiar” e mantém aproximadamente 10 animais em lactacdo. Os animais séo
criados a pasto e a ordenha é realizada com bezerro ao pé, ap6s limpeza dos
tetos com papel toalha. O pré-dipping ndo € utilizado. A ordenha € mecéanica do
tipo “balde ao pé”. Nao ha pesagem individual do leite, tampouco presenca de
balanca na sala de ordenha. E realizado p6s-dipping com imers&o dos tetos em
iodo glicerinado.

De acordo com a IN 064, dentre as substancias sanitizantes
permitidas para sanitizacdo das instalacbes e equipamentos utilizados na
producdo animal orgéanica estdo hipoclorito de sédio, alcool etilico e iodo
(Brasil, 2008).

O leite ordenhado é despejado em latdes, pré higienizados com
agua fria, apos filtragem em peneiras plasticas e encaminhado para laticinio
préprio. Todos os utensilios utilizados sao lavados em agua fria ou ficam de

molho em tanques contendo agua fria.

4.1.2 Propriedade rural Il

A propriedade rural Il (figura 1B) esta localizada na regido leste do
estado de Sao Paulo, a aproximadamente 300Km de Botucatu. Esta
propriedade de exploracdo leiteira organica mantém aproximadamente 25
animais em lactacdo. Os animais sao criados a pasto e a ordenha é realizada

com bezerro ao pé, apés limpeza dos tetos com papel toalha. O pré-dipping
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nao é utilizado. A ordenha é mecéanica do tipo “balde ao pé”. Ndo ha pesagem
individual do leite, tampouco presenca de balanca na sala de ordenha. E
realizado pos-dipping com imersao dos tetos em iodo glicerinado.

O leite ordenhado € despejado em latbes, pré higienizados com
agua fria, apos filtragem em peneiras plasticas e encaminhado para laticinio
proprio. Todos os utensilios utilizados séo lavados em agua fria ou ficam de
molho em tanques contendo agua fria.

4.2 Colheita de material

4.2.1 Latdes

As amostras de leite organico de 63 latdes das propriedades foram
colhidas mensalmente, em tubos tipo Falcon esterilizados, visando o
diagnaostico microbiologico (15mL) e em recipientes plasticos (50mL) para CCS,
CBT, avaliacdo de constituintes e deteccéo de residuos de antimicrobianos, de
acordo com recomendagcbes da Clinica do Leite. As amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel (4°C) e

encaminhadas aos laboratorios para os procedimentos especificos.

A. B.
Figura 1. Salas de ordenha das vacas das propriedades | e I| com manejo em

sistema organico de producdo. A. Propriedade I. B. Propriedade Il. Botucatu,
SP, 2011.

4.2.2 Animais
As amostras de leite das vacas foram colhidas, de cada teto, no
periodo médio da lactacdo, em tubos cénicos tipo Falcon esterilizados, com

capacidade para 15mL de leite, apds anti-sepsia com solucao de alcool 70%.
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Além da colheita em tetos com mastite clinica e subclinica, foi realizada
colheita aleatéria de leite em tetos sem mastite. As amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel (4°C), e

encaminhadas aos laboratorios para o processamento.

4.3 Diagnostico das mastites

O diagnéstico da mastite clinica foi firmado com base nas alteragbes
macroscopicas do leite na prova da caneca telada de fundo escuro (Tamis), na
presenca de sinais clinicos da inflamacdo na glandula mamaria (presenca de
grumos, pus, sangue ou dessora) e/ou sistémicos nos animais (Radostits et al.,
2007). Respeitando as caracteristicas de manejo das propriedades
amostradas, o teste do Tamis foi realizado apds os bezerros mamarem, na
propria sala de ordenha, visto que muitas vacas nao permitiam a ordenha e a
“descida” do leite s6 acontecia apés a presenca dos bezerros.

A mastite subclinica foi diagnosticada utilizando o teste classico do
“Califérnia Mastitis Test” — CMT (Schalm et al., 1971). Foram utilizados tetos

com escore 2+ ou 3+ para o isolamento microbiano.

4.4 Anélise de constituintes do leite

As amostras de leite colhidas mensalmente dos latbes das
propriedades e as amostras colhidas trimestralmente dos animais foram
acondicionadas em frascos plasticos com capacidade para 50mL de leite,
contendo uma pastilha do conservante Bronopol, refrigeradas a 4°C e
encaminhadas para o diagnéstico na Clinica do Leite — ESALQ -
USP/Piracicaba, SP, e processadas em, no maximo, cinco dias, visando a
avaliacdo dos principais constituintes do leite, a saber: gordura, proteina,
lactose, extrato seco total e extrato seco desengordurado. Os frascos plasticos
contento conservante e as caixas utilizadas para transporte foram enviadas

pela Clinica do Leite .

4.5 Contagem eletronica de Células Sométicas (CCS)
As amostras de leite obtidas mensalmente dos latbes das
propriedades e as amostras de leite de animais com mastite foram colhidas em

frascos plasticos com capacidade para 50mL de leite e homogeneizadas com
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uma pastilha de conservante Bronopol. O material foi disposto em caixas
apropriadas e enviado para a Clinica do Leite — ESALQ — USP/Piracicaba, SP,
e processadas em, no maximo cinco dias, com a finalidade de quantificar
células somaticas, de acordo com as recomendacbes técnicas do
equipamento. Os frascos plasticos contento conservante e as caixas utilizadas
para transporte foram enviadas pela Clinica do Leite. Foram consideradas
indicativas de infeccdo amostras de leite que apresentaram contagem celular

igual ou superior a 750.000 células somaticas/mL (Brasil, 2002).

4.6 Contagem Bacteriana Total (CBT)

As amostras de leite obtidas mensalmente dos latdes das
propriedades com vistas a contagem bacteriana total foram colhidas em
recipientes plasticos com capacidade para 50mL de leite e adicionadas de
quatro gotas do conservante Azidiol, no momento da colheita. Em seguida,
foram encaminhadas para o diagndstico na Clinica do Leite — ESALQ -
USP/Piracicaba, SP, e processadas em, no maximo, cinco dias. Os frascos
plasticos, o conservante e as caixas utilizadas para transporte foram enviadas
pela Clinica do Leite.

As amostras que apresentaram valores > 750.000 de UFC/mL foram
consideradas em desacordo com os padrdes exigidos pela Instrucdo Normativa
51 do MAPA (Brasil, 2002).

4.7 Efeito das estacfes do ano

Ao longo de um ano de estudo o leite foi colhido a cada trés meses,
no més intermediario de cada estacao climatica do ano (fevereiro = verdo, maio
= outono, agosto = inverno e novembro = primavera), visando avaliacdo do
efeito das estacdes do ano na CCS, CBT e para os constituintes do leite. As
amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel
(4°C) e frascos contendo conservantes especificos, e encaminhadas aos

laboratorios para o processamento, conforme supracitado (itens 4.4, 4.5, e 4.6).
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4.8 Avaliacao da presenca de substancias inibidoras no leite

A deteccdo da presenca de substancias inibidoras no leite foi
realizada utilizando o kit comercial Delvotest™*, conforme as recomendacdes
do fabricante, no Servico de Diagnostico de Mastite em Animais, FMVZ-
UNESP/Botucatu — SP. Foi utilizado o leite das vacas com e sem mastite e de
todas as amostras de leite colhidas mensalmente dos latbes em tubos conicos
tipo Falcon com capacidade para 15mL. As amostras foram congeladas (-20°C)
até o processamento.

O Delvotest™ tem como principio de agéo a inibicdo da multiplicacéo
do micro-organismo Bacillus stearothermophilus variedade calidolactis C953,
sensivel aos principais grupamentos de antimicrobianos de uso veterinario e
humano, além de outras substancias inibidoras. O micro-organismo esta
disposto em &gar, no qual 0,1mL da amostra de leite é inoculada. Em seguida,
o kit é incubado a 64°C £ 5°C por trés horas. Apos esse periodo, a presenca de
residuos de substancias inibidoras impedird ou reduzird a multiplicagcdo do
micro-organismo e o meio com indicador de pH permanecera com coloracao
inalterada (azul), caracterizado como positivo. Na auséncia de inibidores
detectaveis pelo teste, o micro-organismo se multiplicara acidificando o meio,

alterando sua cor para amarelo, resultado considerado negativo.

4.9 Isolamento e caracterizagdo dos micro-organismos

A totalidade das amostras de leite (63 de latdes e 259 de tetos) foi
processada no Servico de Diagnostico Microbiolégico da FMVZ-
UNESP/Botucatu — SP, visando o isolamento microbiano. O leite foi semeado
com alca bacteriolégica de platina, volume fixo (0,1mL), por esgotamento, nos
meios de agar sangue bovino desfibrinado (5%) e agar MacConkey, mantidos a
37°C, em condi¢des de aerobiose, com leituras a cada 24 horas, mantidas por
72 horas. Os micro-organismos foram identificados segundo as caracteristicas
morfo-tintoriais, bioquimicas e de cultivo (Quinn et al., 1994, 2005; Murray et
al., 2007; Martinez e Trabulsi, 2008; Teixeira et al., 2008).

1
Delvotest™: DSM Food Specialties Dairy Ingredients — The Netherlands.
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4.9.1 Identificagdo de ECP e ECN

As col6nias bacterianas sugestivas do género Staphylococcus foram
coradas pelo método de Gram com o objetivo de visualizar morfologia e
caracteristicas tintoriais. Cocos agrupados em forma de “cacho-de-uva’, Gram-
positivos, foram submetidos as provas de catalase e coagulase (Teixeira et al.,
2008). O género Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus com base nas
provas de oxidagcdo e fermentacdo da glicose, pela resisténcia a bacitracina
(0,04 V) - indicada pela auséncia de halo de inibicdo ou formacao de halo de
até 9 mm -, e pela sensibilidade a furazolidona (100 mg), caracterizada por
halos de inibicdo de 15 a 35 mm de diametro (Baker, 1984). Para
diferenciagcdo de ECP e ECN foi realizada a prova da coagulase em tubos
(Winn Jr. et al.,, 2008). As provas de fermentacdo dos agUcares maltose,
trealose e manitol, resisténcia a polimixina B e p-galactosidase foram
realizadas com a finalidade de diferenciar S. aureus de outros estafilococos
coagulase-positivos, como S. intermedius, S. schleiferi subsp. coagulans e S.
hyicus (Bueris et al., 2005). Posteriormente a confirmagdo da espécie, as
linhagens foram conservadas em caldo nutriente com glicerol 5%, a - 70°C.

Para a diferenciacdo das espécies de ECN foi utilizado o método
simples modificado proposto por Cunha et al. (2004), que consistiu na
fermentacdo dos acgucares xilose, sacarose, trealose, maltose e manitol,
producdo de hemolisina e multiplicagdo em condicbes de anaerobiose em
caldo tioglicolato. As linhagens foram mantidas a 37°C por 72 horas. A
classificacdo das diferentes espécies e subespécies de ECN foi
complementada pelas provas bioquimicas de reducdo de nitrato, producéo de
urease e/ou ornitina descarboxilase, fermentacdo de B-D-frutose e resisténcia a
novobiocina. Posteriormente a confirmacdo da espécie, as linhagens foram
conservadas em caldo nutriente com glicerol 5%, a - 70°C.

A identificacdo de espécies de Staphylococcus isoladas foi realizada
no Laboratério de Bacteriologia, do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéncias — UNESP — Botucatu, SP.
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4.9.2 Identificagc&o de enterobactérias

As linhagens bacterianas isoladas em agar MacConkey,
fermentadoras de lactose (coloracdo résea das colbnias), foram submetidas a
provas bioquimicas para enterobactérias utilizando meios de cultura sélidos e
semi-sdlidos, distribuidos em tubos de ensaio, visando determinar os seguintes
parametros: producdo de gas (fermentacdo da glicose), H,S, urease, L-TD (L-
triptofano-desaminase), motilidade, indol, lisina e citrato de Simmons. A
identificacdo das linhagens de enterobactérias isoladas foi realizada no Servico
de Diagnostico Microbiolégico - FMVZ/UNESP - Botucatu - SP.
Posteriormente a confirmacéo da espécie, as linhagens foram conservadas em

caldo nutriente com glicerol 5%, a - 70°C.

4.10 Perfil de sensibilidade microbiana e deteccéo de linhagens
multirresistentes

Todos os isolados foram submetidos a prova de sensibilidade
microbiana pelo método de difusdo com discos (CLSI, 2005, 2006). Foram
utilizados principios ativos de antimicrobianos disponiveis comercialmente e
amplamente utilizados na terapia da mastite bovina, a saber: ampicilina (10 ug),
cefoperazona sodica (75 ug), ceftiofur (30 pg), enrofloxacina (5 wHQ),
gentamicina (10 pg), neomicina (30 ug), oxacilina (1 pug), penicilina (10 Ul) e
sulfametoxazole/trimetoprim (25 pg). A ocorréncia de linhagens
multirresistentes  foi considerada quando houve resisténcia multipla
(simultanea) para trés ou mais farmacos utilizados. O perfil de sensibilidade
microbiana foi realizado no Servico de Diagndstico Microbiolégico -
FMVZ/UNESP - Botucatu, SP.

4.11 Teste de difusdo com discos para deteccdo de linhagens
de Staphylococcus meticilina-resistentes (MRS)

O teste de sensibilidade a oxacilina foi realizado pela técnica da
difusdo em agar (CLSI, 2005). Para o preparo dos inéculos foram utilizadas
culturas em caldo BHI (“Brain Heart Infusion”), previamente incubadas por 24
horas e posteriormente diluidas na escala 0,5 de MacFarland. Foram
empregados discos de oxacilina (1 pg) e cefoxitina (30 pg). A semeadura do

inoculo foi realizada utilizando swab na superficie das placas de agar Mueller-
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Hinton. Em seguida foram dispostos os discos dos antimicrobianos. As placas
foram incubadas a temperatura de 35°C por 24 horas, e a atividade do
antimicrobiano avaliada pelo diametro do halo de inibicdo e interpretacdo com
base nas normas vigentes (CLSI, 2005, 2006).

Foram utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente,
as cepas-padréo S. aureus ATCC 33591 e S. aureus ATCC 25923, cedidas
pela Profa. Dra. Maria de Lourdes R. S. Cunha, do Departamento de
Imunologia e Microbiologia, UNESP—Botucatu, SP.

4.12 Concentracdo inibitéria minima (CIM) para deteccdo de
MRS

A concentracdo inibitéria minima da oxacilina foi avaliada pela
técnica da difusdo em agar (CLSI, 2005, 2006). Para o preparo dos indculos
foram utilizadas culturas em caldo BHI, previamente incubadas por 24 horas e,
posteriormente, diluidas na escala 0,5 de MacFarland. Foram empregadas fitas
de oxacilina M.I.C Evaluator Strips® (0,016 — 0,256 pg/mL). A semeadura do
indculo foi realizada utilizando swab na superficie de placas de agar Mueller
Hinton, sobre o qual foram aplicadas as fitas impregnadas em diferentes
concentragcfes do antimicrobiano. As placas foram incubadas a temperatura de
35°C, por 24 horas, e a atividade do farmaco avaliada pelo diametro do halo de
inibicdo, interpretado com base nas recomendacdes vigentes (CLSI, 2005,
2006). Foram utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente, as
cepas-padrao S. aureus ATCC 33591 e S. aureus ATCC 25923, cedidas pela
Profa. Dra. Maria de Lourdes R. S. Cunha, do Departamento de Imunologia e
Microbiologia, UNESP - Botucatu, SP.

4.13. Pesquisa de fatores de viruléncia e gene de resisténcia

4.13.1 Deteccédo de hemolisinas no meio de agar sangue

A deteccdo da producdo de hemolisina foi realizada semeando
todas as amostras de leite no meio de agar sangue bovino desfibrinado (5%),

conforme descrito no item 4.9, mantidas em condi¢gbes de aerobiose, a 37°C,

2 M.I.C.E ™., Oxoid.
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por trés dias. As linhagens que apresentaram halo de hemdlise total ao redor

das colénias no meio de agar sangue foram consideradas hemoliticas.

4.13.2 Deteccado genotipica de linhagens MRS e/ou produtoras
de toxinas

4.13.2.1 Extrag&o do DNA

O acido nucléico total foi extraido a partir de linhagens de ECP e
ECN cultivadas em &agar sangue bovino (5%), inoculadas individualmente em
BHI e incubadas a 37°C por 24 h. A extracdo foi realizada com o Kit Illustra
Blood GenomicPrep Mini Spin® (GE Healthcare), que consiste na digestdo
inicial das células de estafilococos com 10 pL de lisozima (10 mg/mL) e 10 pL
de proteinase K (20 mg/mL). A seguir, 500 pL da solucdo de extracdo foram
adicionados a mistura, e centrifugada a 5.000 g por 1 min. Posteriormente, o
sobrenadante foi transferido para a coluna e centrifugado a 5.000 g por 1 min.
A parte liquida foi descartada e 500 pL de solucdo de extracdo foram
novamente adicionados a coluna. Apdés a centrifugacdo e descarte da parte
liquida, 500 pL da solucéo de lavagem foram adicionados a coluna, submetida
a nova centrifugacdo a 14.000 g por 3 min. A coluna foi transferida para um
tubo de 1,5 mL e 200 uL de agua Milli Q aquecida a 70°C foram utilizados para
a eluicdo. O produto obtido foi centrifugado a 5000 g por 1 minuto para
recuperar o DNA, e a coluna desprezada. O DNA extraido foi acondicionado

sob refrigeracéo a 4°C.

4.13.2.1.1 Validacao da extracdo do DNA

Como controle da qualidade da extracdo e para a confirmacao de
qgue o DNA extraido foi de Staphylococcus spp. foi realizada a pesquisa dos
genes da subunidade 16S do rRNA (figura 2). As reacdes de PCR foram
realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL em volumes totais de 25 pL
contendo 20 pmol de cada primer, 2,5 U de Tag DNA polimerase, 200 uM
dNTPs, 20 mM de Tris-HCI, pH 8,4, 1,5 mM de MgCl,, e 3 uL de DNA. A
amplificacéo foi realizada em termociclador (MJ Research PTC-100), utilizando
os primers 16S1 (CCT ATA AGA CTG GGA TAA CTT CGG G) e 16S2 (CTT
TGA GTT TCA ACC TTG CGG TCG) — 791 (pb), empregando os parametros

descritos por Mason et al. (2001): 36 ciclos de desnaturacdo a 94°C por trinta
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segundos, anelamento dos primers a 55°C por um minuto e extensédo a 72°C
por um minuto. Apds completar os 36 ciclos, ocorreu extensédo final a 72°C por
dez minutos, antes de resfriar a 4°C. Em todas as reacfes realizadas foram
utilizadas agua Millli Q esterilizada como controle negativo e, como controle
positivo, a linhagem de referéncia internacional S. aureus ATCC 33591, cedida
pela Profa. Dra. Maria de Lourdes R. S. Cunha, do Departamento de

Imunologia e Microbiologia, UNESP — Botucatu, SP.

1. -2°30040 BI06M 2108 1.0 10(11Mm2

L

L L Al ] Bl

16S rRNA

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 2% para visualizacdo dos produtos
de amplificacdo para a pesquisa dos genes da subunidade 16S do rRNA em
linhagens de Staphylococcus sp. isoladas do leite de propriedades organicas
localizadas no interior do estado de Sao Paulo. 1-8: linhagens de
Staphylococcus spp.; 9: amostra negativa; 10: controle positivo; 11: controle
negativo; 12: 100 pb DNA ladder. Botucatu, 2011.

4.13.2.2 Amplificacdo do DNA (PCR) para deteccdo do gene
mecA de resisténcia a meticilina/oxacilina em Staphylococcus spp.

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga
de 0,5 mL em volumes totais de 25 yL contendo 20 pmol de cada primer, 2,5 U
de Tag DNA polimerase, 200 uM dNTPs, 20 mM de Tris-HCI, pH 8,4, 1,5 mM
de MgCl,, e 3 uL de DNA. A amplificacéo foi realizada em termociclador (MJ
Research PTC-100), utilizando os primers mecAl (AAA ATC GAT GGT AAA
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GGT TGG) e mecA2 (AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG) — 533 (pb),
empregando os parametros descritos por Murakami et al. (1991): 40 ciclos de
desnaturacao a 94°C por trinta segundos, anelamento dos primers a 55,5°C por
trinta segundos e extensao a 72°C por um minuto. Apos completar os 40 ciclos,
houve extensdo final a 72°C por cinco minutos antes de resfriar a 4°C. Em
todas as reacgOes realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia
internacional: controle positivo (S. aureus ATCC 33591) e negativo (S. aureus
ATCC 25923), cedidas pela Profa. Dra. Maria de Lourdes R. S. Cunha, do

Departamento de Imunologia e Microbiologia, UNESP — Botucatu, SP.

4.13.2.3 Amplificacdo do DNA (PCR) para deteccao dos genes
de enterotoxinas (A, B, C e D) e datoxina 1 da sindrome do choque toxico
em Staphylococcus spp.

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga
de 0,5 mL, em volumes totais de 25 pL, contendo 20 pmol de cada primer
(Tabela 1), 2,5 U de Taq DNA polimerase, 200 uM dNTPs, 20 mM de Tris-HCl,
pH 8,4, 1,5 mM de MgCl,, e 3 uL de DNA. Em todas as reac0fes foi utilizado
controle negativo, substituindo-se DNA por agua. A amplificacdo foi realizada
em termociclador (MJ Research PTC-100) conforme descrito por Johnson et al.
(1991), com modificacdes propostas por Cunha et al. (2006), que consistem
em: primeiro ciclo a 94°C por quatro minutos, desnaturacédo a 94°C por dois
minutos, anelamento dos primers a 55°C e extensdo a 72°C por um minuto e
trinta segundos, seguidos por segundo ciclo de desnaturagcéo a 94°C por dois
minutos, anelamento a 53°C e extensdo a 72°C for um minuto e trinta
segundos. No terceiro ciclo, a temperatura de anelamento foi reduzida para
51°C, seguido por mais 37 ciclos com 0os mesmos parametros. Apds os 40
ciclos, extensao final a 72°C por sete minutos e posteriormente resfriamento a
4°C.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para deteccdo de genes codificadores de
toxinas em linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite orgéanico,
utilizando PCR. Botucatu, SP, 2011.

Gene Seqliéncia de oligonucleotideos Produto amplificado (pb)
(5-3)

sea TTG GAA ACG GTT AAA ACG AA 120
GAA CCT TCC CAT CAA AAA CA

seb TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 478
GCA GGT ACT CTATAAGTG CC

sec GAC ATA AAA GCT AGG AATTT 257
AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC

sed CTAGTT TGG TAA TAT CTC CT 317
TAATGC TAT ATC TTA TAG GG

tsst ATG GCAGCATCAGCTTGATA 350

TTT CCAATAACCACCCGTTT
Fonte: Johnson et al., 1991.

Foram utilizadas como controle positivo as cepas-padrdo ATCC
13565 para o0 gene sea, ATCC 14458 para o gene seb, ATCC 19095 para o
gene sec, ATCC 23235 para o gene sed e ATCC 51650 para o0 gene tsst,
cedidas pela Profa. Dra. Maria de Lourdes R. S. Cunha, do Departamento de
Imunologia e Microbiologia, UNESP — Botucatu, SP. Agua MilliQ esterilizada foi
utilizada como controle negativo em todas as reacoes.

4.13.2.4 Eletroforese em gel de agarose

Os géis de agarose foram preparados em concentracdo 2,0% em
TBE 1X, corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®) na
concentragdo de 1pL/10mL de gel. Foram utilizados 8 pL do DNA amplificado e
2 uL do tampéao de corrida por poco. Como padrédo de peso molecular foi
utilizado 10 pyL do Ladder de 100pb (GE®). As corridas eletroforéticas foram
realizadas em cuba horizontal contendo TBE 0,5X a 110V. Os géis foram
fotografados e visualizados em transiluminador de luz UV.

4.14 Analise estatistica (Mead e Curnow, 1993)

A influéncia das estacfes do ano sobre a CCS e sobre a CBT foi
verificada pelo teste de Friedman e para os constituintes do leite por Analise de
Variancia. A comparacao dos valores de constituintes do leite e o CMT foi
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avaliada pelo teste t de Student. A comparacdo das CCS segundo o resultado
do exame microbiolégico e do CMT foi realizada pelo teste de Kruskall-Wallis.
A associagado entre os valores de CCS e do CMT segundo o resultado do
exame microbioldgico foi analisada pelo teste de Mann-Whitney. A influéncia do
isolamento de ECP ou ECN sobre os constituintes do leite foi verificada pelo
teste de Tukey. Em todas as andlises foram consideradas diferencas
significativas para valores de p < 0,05.

A andlise estatistica foi realizada pelo Prof. Dr. Aristeu Vieira da
Silva, Departamento de Ciéncias Biolégicas (DCBIO), Universidade Estadual
de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana, BA, Brasil.
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5. RESULTADOS

O inicio das colheitas ocorreu em setembro de 2008. Em seguida
foram realizadas 12 colheitas em cada uma das duas propriedades, das quais
12 mensais dos latbes e quatro trimestrais de todos os animais, com término
em agosto de 20009.

O quadro 1 apresenta o numero de tetos/animais, o namero de
latbes amostrados e os resultado do diagnéstico de mastite. Foi diagnosticada
mastite clinica em um teto de animal da propriedade | (presenca de sangue) e
em um teto de animal da propriedade Il (leite de coloracdo amarela e viscoso),
utiizando a prova da caneca telada de fundo escuro. A mastite clinica foi
diagnosticada em dois tetos (0,77%), um caso em cada propriedade. A
presenca de mastite subclinica foi diagnosticada em 48,26% dos tetos

avaliados.

5.1 CCS, CBT e constituintes do leite
Os resultados de CCS, CBT e dos principais constituintes do leite
colhido dos animais estdo apresentadas no quadro 2, enquanto os dados de

CCS, CBT e consituintes do leite dos latdes estdo apresentadas no quadro 3.
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Quadro 1. Meses das colheitas, nimero de vacas em lactagcdo, nimero de

tetos amostrados, tetos com mastite clinica ou subclinica, tetos negativos e

namero de latdes de duas propriedades rurais certificadas como orgéanicas do

interior do estado de Sao Paulo. Botucatu, 2011.

] o Mastite Tetos )
Vs N-umt-ero de Mats.tlt(? clinica subclinica negativos Nimero
animais/tetos | (animais/tetos) o o de latBes
(animais/tetos) | (animais/tetos)

Set/2008 0/0 0/0 0/0 0/0 3

Out/2008 000 0/0 0/0 000 2

Nov/2008 12/21 0 418 8/13 1

— Dez/2008 0/0 0/0 0/0 000 1
S Jan/2009 00 0/0 0/0 0/0 1
% Fev/2009 19/22 0/0 6/8 13/14 2
3 Mar/2009 000 000 000 0/0 1
S Abr/2009 000 0/0 000 0/0 2
a Mail2009 1215 n 205 919 1
Jun/2009 0/0 0/0 0/0 0/0 3

Jul/2009 0/0 0/0 0/0 0/0 3

Ago/2009 20/28 0/0 5/ 15/20 3

Subtotal 63/86 17 17129 45/56 23
Set/2008 0/0 0/0 000 0/0 4

Out/2008 0/0 0/0 0/0 0/0 3

Nov/2008 30/42 000 14126 16/16 3

= Dez/2008 0/0 0/0 000 000 4
g Jan/2009 000 000 000 0/0 3
P Fev/2009 28/44 000 10/24 18/20 3
S Mar/2009 0/0 00 00 00 4
§ Abr/2009 0/0 0/0 0/0 0/0 3
a Mai/2009 23/34 1 7116 15/17 2
Jun/2009 000 0/0 0/0 000 3

Jul/2009 0/0 0/0 000 0/0 4

Ago/2009 34/53 0/0 14/30 20/23 4

Subtotal 115/173 11 45/96 69/76 40
TOTAL 178/259 212 62/125 114/132 63
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Quadro 2. Resultado trimestral dos valores de CCS e dos principais

constituintes de leite organico colhido de vacas em lactacdo, de duas

propriedades rurais do interior do estado de Sao Paulo. Botucatu, 2011.

Propriedade |
i ccs | GORDURA | PROTEINA | LAcTOSE | sT ESD
COLHEITA | MES | (v 1000imL) | (emim) | ©emm) | (emm) | @mim) | % mim)
1 Novi08 | 73014 0,66 2.90 428 897 830
2 Fevi09 | 864,76 0,94 337 468 9,69 873
3 Mail09 | 156167 3,08 341 445 1100 | 882
4 Agol09 | 628,35 355 330 4,46 123 | 879
Propriedade |l
. CCS | GORDURA | PROTEINA | LACTOSE | ST ESD
COLHEITA | MES | jo00mL) | @emim) | (emm) | emm) | @6mim) | (% mim)
1 Novi08 | 80813 1,90 348 430 1074 | 884
2 Fevid | 642,67 288 335 447 1166 | 880
3 Mail09 | 106456 389 347 422 1254 | 865
4 Agol09 | 74324 471 358 434 1368 | 897

* CCS: Contagem de Células Sométicas; ST: Teor de Sélidos Totais; ESD: Teor de Extrato Seco Desengordurado.
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5.2 Influéncia das esta¢cdes do ano

N&o foi observada influéncia estatisticamente significativa (p>0,05)
do periodo das estacdes do ano sobre as medianas das CCS e das CBT nas
propriedades. No entanto, nos meses de primavera e verdo, a mediana da CBT
apresentou tendéncia de elevacdo quando comparada com 0S meses de
outono e inverno (tabela 2, figura 3, figura 4).

Também néo foi observado diferenca estatisticamente significante
(p>0,05) sobre as médias e desvios-padrédo dos valores de gordura, proteina,

lactose, ST e ESD em relacéo as estacGes do ano (tabela 3, figuras 5 - 10).

Tabela 2. Mediana e percentis 25 e 75 dos valores de contagem de células
somaticas (x1000/mL) e de contagem bacteriana total (x1000 UFC/mL) em leite
de vacas provenientes de duas propriedades organicas, segundo as estacdes
do ano. Botucatu, SP, 2011.

Contagem de Células Somaticas (x1000/mL)

Estagcao Mediana P25 P75 Fr Valor de P
Primavera 311,67° 255,58 590,50
Verdo 447,83° 275,25 856,92

’ ’ ’ 2,15 0,5419
Outono 414,50° 229,50 556,38
Inverno 398,33° 312,81 415,44

Contagem Bacteriana Total (x1000 UFC/mL)

Estacdo Mediana P25 P75 Fr Valor de P
Primavera 125,71° 48,19 1298,67
Verao 141,63° 95,43 295,38

! ’ ’ 5,40 0,1447
Outono 48,20° 25,95 297,18
Inverno 25,40° 25,26 41,81

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferencas significativas entre as estagées do ano pelo

teste de Friedman (Fr). UFC: unidades formadoras de coldnias.
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Ver 0

Figura 3. Mediana e percentis 25 e 75 dos valores de contagem de células
somaticas (x1000/mL) em leite de vacas provenientes de duas propriedades

organicas, segundo as estac¢des do ano. Botucatu, SP, 2011.

10

Figura 4. Mediana e percentis 25 e 75 dos valores de contagem bacteriana
total (x1000 UFC/mL) em leite de vacas provenientes de duas propriedades

organicas, segundo as estac¢des do ano. Botucatu, SP, 2011.

Siqueira, A.K., 2011.



63

Tabela 3. Média e desvio-padrdo dos valores de gordura, proteina, lactose,
soélidos totais (ST) e extrato seco desengordurado (ESD), em leite de vacas
provenientes de duas propriedades organicas, segundo as estacdes do ano.
Botucatu, SP, 2011.

Esta¢des do ano Estatistica

Primavera Verao Outono Inverno V  ValordeP

Gordura (%)  3,44°+0,25 3,15°+0,52  3,25*+0,63 3,25°+0,31 1,67 0,2053
Proteina (%)  3,23%+0,25 3,35 +0,15 3,43°+0,26  3,32°+0,16 2,50 0,0880
Lactose (%) 4,53% +0,04 4,50 +0,06  4,49°+0,08 4,57%+0,06 2,55 0,0840
ST (%) 12,18%°+0,28 11,97%+0,55 12,12°+0,65 12,13°+0,30 0,23 0,8775

ESD (%) 8,73% £0,25 8,82* +0,13  8,87°+0,23 8,87°#0,13 0,69 0,5727

Estatistica: para uma mesma variavel, valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferengas significativas

pela Analise de Variancia (V).

Figura 5. Média e desvio-padrdo dos valores de gordura (%) em leite de vacas
provenientes de duas propriedades organicas, segundo as estacdes do ano.
Botucatu, SP, 2011.
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Figura 6. Média e desvio-padrédo dos valores de proteina (%) em leite de vacas
provenientes de duas propriedades orgéanicas, segundo as estacdes do ano.
Botucatu, SP, 2011.

Figura 7. Média e desvio-padrao dos valores de lactose (%) em leite de vacas
provenientes de duas propriedades organicas, segundo as estacdes do ano.
Botucatu, SP, 2011.

Siqueira, A.K., 2011.



65

Figura 8. Média e desvio-padrdo dos valores de solidos totais (%) em leite de
vacas provenientes de duas propriedades organicas, segundo as estac¢des do
ano. Botucatu, SP, 2011.

Figura 9. Média e desvio-padrdo dos valores de extrato seco desengordurado
(%) em leite de vacas provenientes de duas propriedades organicas, segundo
as estacdes do ano. Botucatu, SP, 2011.

Siqueira, A.K., 2011.



66

14
12 A
10
8 B Primavera
- Verdo
6 —-
[ B Qutono
4 - M Inverno
, -
4
O A 1 I 1 - T |

Gordura (%) Proteina (%) Lactose (%) ST (%) ESD (%)

Figura 10. Média dos valores de gordura, proteina, lactose, solidos totais (ST)
e extrato seco desengordurado (ESD), em leite de vacas provenientes de duas
propriedades organicas, segundo as esta¢des do ano. Botucatu, SP, 2011.

A relacéo entre o resultado do CMT e 0s principais constituintes do
leite esta representada na tabela 4. Houve diferenca estatistica para os valores
de gordura, lactose, extrato seco e extrato seco desengordurado quando

comparados o leite de animais com e sem mastite subclinica.
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Tabela 4. Numero de amostras avaliadas, média e desvio-padrdo dos
constituintes lacteos em duas propriedades de leite organico, segundo

diagnéstico da mastite subclinica pelo método do CMT. Botucatu, SP, 2011.

CMT negativo CMT positivo
Constituintes VaI%r de
N Média + desvio- N Média + desvio-
padrao padrao
Gordura (%) 130 2,65%+ 1,53 75 3,31° + 1,98 0,0111
Proteina (%) 130 3,37+ 0,41 75 3,50% + 0,44 0,4670
Lactose (%) 130 4,50b +0,30 75 4,18% + 0,58 < 0,0001
Extrato seco (%) 130 11,52% + 1,68 75 12,0° £ 2,30 0,0019
Estrato seco 130 8,88" + 0,49 75 8,68°+070  0,0005

desengordurado (%)

Estatistica: médias seguidas de letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os grupos pelo teste t de

Student. CMT: “California Mastitis Test”; N: nimero de amostras.

5.3 Pesquisa de substancias inibidoras/residuos

Dentre as 86 amostras de leite colhidas da propriedade |, seis
(6,97%) foram positivas para o teste de deteccdo de substancias inibidoras,
das quais 3/6 (50,0%) de latdes e 3/6 (50,0%) de animais (um teto com mastite
clinica e dois tetos com mastite subclinica). Das 173 amostras de leite colhidas
da propriedade II, 16 (9,24%) foram positivas. Destas, 3/16 (18,75%) foram
obtidas de latbes, dos quais dois latdes continham leite de vacas com tetos
positivos para residuos. As demais 13/16 (81,25%) amostras com presenca de
residuos foram provenientes de animais (um teto com mastite clinica e 12 com
mastite subclinica). No total, 22/259 (8,48%) das amostras de leite colhidas de

vacas e latbes foram positivas para residuos.
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5.4 Cultivo microbiano

Os resultados do cultivo microbiano do leite dos animais e dos latbes
das duas propriedades organicas estdo apresentados no quadro 4.
Staphylococcus spp. e Corynebacterium bovis foram os micro-organismos mais
freqUentes isolados em 58/259 (22,39%) e 50/259 (19,30%), respectivamente,
das amostras dos animais. Apenas uma (1/63 — 1,58%) linhagem de
Staphylococcus spp foi recuperada de um latdo. Nao houve isolamento de E.
coli.

Quadro 4. Micro-organismos de origem bacteriana isolados do leite de vacas e
de latbes obtidas de duas propriedades organicas do interior do estado de S&o
Paulo. Botucatu, 2011.

Tetos Latbes

Micro-organismos

n® linhagens/n® amostras(%)

n? linhagens/n® amostras(%)

Staphylococcus sp.
Corynebacterium bovis
Streptococcus sp.
Micrococcus sp.
Enterobacter sp.
Klebsiella sp.

Bacillus sp.

Hafnia sp.

Alcaligenes faecalis
Providencia alcalifaciens

Pseudomonas sp.

Negativas

58/259 (22,39%)
50/259 (19,30%)
13/259 (5,02%)
10/259 (3,86%)
0/259 (0)
0/259 (0)
0/259 (0)
0/259 (0)
0/259 (0)
0/259 (0)

0/259 (0)
89/259 (34,36%)

1/63 (1,58%)
0/63 (0)
0/63 (0)
0/63 (0)

33/63 (52,38%)
14/63 (22,22%)
5/63 (7,93%)
8/63 (12,70%)

5/63 (7,93%)

3/63 (4,76%)

2/63 (3,16%)

9/63 (14,28%)

N ndmero.

5.5 Identificacdo de ECP e ECN

Foram isoladas 58 (22,39%) linhagens de Staphylococcus spp. das
259 amostras de leite colhidas em 12 meses nas duas propriedades e uma
linhagem de latdo (Quadro 4).

Destas 58 linhagens de Staphylococcus isoladas, 48 (82,76%) foram
classificadas como coagulase positivas e 10 (17,24%) coagulase negativas na

da prova da coagulase em tubos utilizando plasma filtrado de coelho. Nove
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coagulase positivos foram isolados da propriedade | e 39 coagulase positivos e
10 coagulase negativos da propriedade II.

As espécies de Staphylococcus coagulase positivos e negativos
segundo as propriedades e presenca ou ndo de mastite estdo sumarizadas nos
Quadros 5 e 6.

Quadro 5. Distribuicdo das espécies de ECP e ECN identificadas no leite de
vacas de duas propriedades em sistema organico de producao. Botucatu, SP,
2011.

Propriedades Propriedade | Propriedade |I
— — TOTAL DE
_ n- linhagens / total n= linhagens / total
Espécies . ) LINHAGENS
de linhagens (%) de linhagens (%)
ECP 9/9 (100,00%) 39/49 (79,60%) 48/58 (82,76%)
S. intermedius 3/9 (33,33%) 24149 (48,98%) 27/58 (46,56%)
S. aureus 3/9 (33,33%) 10/49 (20,40%) 13/58 (22,42%)
S. aureus anaerobius 219 (22,22%) 2149 (4,08%) 4/58 (6,88)
S. schleiferi coagulans 0/9 3/49 (3,12%) 3/58 (5,18)
S. hyicus 1/9 (11,11%) 0/49 1/58 (1,72%)
ECN (0/9) 10/49 (20,40%) 10/58 (17,24%)
S. warneri 0 8/49 (16,32%) 8/58 (13,80%)
S. capitis urealyticus 0 1/49 (2,04%) 1/58 (1,72%)
S. epidermidis 0 1/49 (2,04%) 1/58 (1,72%)
TOTAL DE 58/58
9/9 (100,00%) 49/49 (100,00%)
LINHAGENS (100,00%)

ECP: Estafilococos Coagulase Positivo; ECN: Estafilococos Coagulase Negativo; n% nimero.
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Quadro 6. Distribuicdo das espécies de ECP e ECN isoladas de vacas com e

sem mastite, segundo o quarto mamario avaliado em criatérios com sistema

organico de producéo. Botucatu, SP, 2011.

Propriedades Propriedade | Propriedade I
Espécies n® linhagens / total de n® linhagens / total de
linhagens (%) linhagens (%)

ECP MASTITE NEGATIVO MASTITE NEGATIVO
S. intermedius 1/9 (11,11%) 219 (22,22%) 21/49 (42,12%) 3/49 (6,12%)
S. aureus 3/9 (33,33%) 0 9/49 (18,36%) 1/49 (2,04%)
S. aureus anaerobius 1/9 (11,11%) 1/9 (11,11%) 1/49 (2,04%) 1/49 (2,04%)
S. schleiferi coagulans 0 0 2/49 (4,08%) 1/49 (2,04%)
S. hyicus 0 1/9 (11,11%) 0 0

ECN MASTITE NEGATIVO MASTITE NEGATIVO
S. warneri 0 0 3149 (6,12%) 5/49 (10,20%)
S. capitis urealyticus 0 0 1/49 (2,04%) 0

S. epidermidis 0 0 1/49 (2,04%) 0

ECP: Estafilococos Coagulase Positivo; ECN: Estafilococos Coagulase Negativo; n%: nimero.

Os valores de CCS e CBT de acordo com 0S micro-organismos

estdo apresentados nas tabelas 5 e 6. Apesar de ndo haver diferenca

estatistica (p>0,05), foram observados maiores valores de CCS nos quartos

mamarios com resultado positivo no CMT, comparativamente aos CMT

negativos.
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Tabela 5. Numero de amostras avaliadas, mediana, valores maximo e minimo,
e percentis 25 e 75 dos valores de contagem de células sométicas (x1000/mL)
em duas propriedades de leite organico, segundo o resultado do exame

microbiolégico, em animais com CMT negativo. Botucatu, SP, 2011.

Microbioldgico N Mediana Minimo Maximo P25 P75

Corynebacterium bovis 15 158,0? 9,0 888,0 68,0 273,0
ECP 6 184,5° 69,0 409,0 126,0 347,0
Streptococcus sp. 4 480,0% 109,0 1872,0 252,0 1218,5
ECN 3 171,32 92,0 217,0 92,0 217,0
Micrococcus sp. 2 132,0% 23,0 241,0 23,0 241,0
ECN/CB 1 359,0% 359,0 359,0 359,0 359,0
ECP/ECN 1 32,0° 32,0 32,0 32,0 32,0

ECP/Streptococcus sp. 1 4303,0% 4303,0 4303,0 4303,0 4303,0
ECP/Micrococcus sp. 1 519,0% 519,0 519,0 519,0 519,0
Negativo 96 118,0% 2,0 1003,0 52,0 197,5

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos pelo teste de
Kruskall-Wallis. ECP: Estafilococos Coagulase Positivo; ECN: Estafilococos Coagulase Negativo; CB: Corynebacterium

bovis; N: nimero de amostras.
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Tabela 6. NUmero de amostras avaliadas, mediana, valores maximo e minimo,

e percentis 25 e 75 dos valores de contagem de células sométicas (x1000/mL)

em duas propriedades de leite organico, segundo o resultado do exame

microbiolégico, em animais com CMT positivo. Botucatu, SP, 2011.

Microbioldgico N  Mediana Minimo Maximo P25 P75

Corynebacterium bovis 11 3197,0° 127,0 5797,0 1459,0 3986,0
ECP 21 786,0° 123,0 4064,0 547,0 1295,0
ECP/ECN 4 1279,0% 422,0 1950,0 728,0 1737,0
Streptococcus sp. 2 501,0% 475,0 527,0 475,0 527,0
Micrococcus sp. 2 932,0% 648,0 1216,0 648,0 1216,0
ECN 1 749,0% 749,0 749,0 749,0 749,0
ECP/Micrococcus sp. 1 1604,0% 1604,0 1604,0 1604,0 1604,0
ECP/CB/Micrococcus sp. 1 995,0% 995,0 995,0 995,0 995,0
Egg‘gggggﬁg‘;"; sp./ 1 939,0° 939,0 939,0 9390 939,0
ECP/Streptococcus sp. 1 5854,0% 5854,0 5854,0 5854,0 5854,0
ECP/CB 1 1257,0% 1257,0 1257,0 1257,0 1257,0
Negativo 27 777,0° 39,0 9999,0 253,0 3253,0

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos pelo teste de

Kruskall-Wallis. ECP: Estafilococos Coagulase Positivo; ECN: Estafilococos Coagulase Negativo; CB: Corynebacterium

bovis; N: nimero de amostras.

As analises comparativas entre a CCS, resultado do CMT e exame

microbioldgico negativo ou positivo estdo apresentadas nas tabelas 7 e 8. Em

ambas os valores de CCS sdo estatisticamente significativos no leite com

resultado do CMT positivo.
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Tabela 7. NUumero de amostras avaliadas, mediana, valores maximo e minimo,
e percentis 25 e 75 dos valores de contagem de células sométicas (x1000/mL)
em duas propriedades de leite orgéanico, segundo o resultado do California
Mastitis Test (CMT), em animais com exame microbiolégico negativo. Botucatu,
SP, 2011.

Mastite N Mediana Minimo Maximo P25 P75
CMT negativo 96 118,02 2,0 1003,0 52,0 197,5
CMT positivo 28 698,0° 39,0 9999,0 265,5 2757,5

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos pelo teste de
Mann-Whitney. N: nimero de amostras.

Tabela 8. Numero de amostras avaliadas, mediana, valores maximo e minimo,
e percentis 25 e 75 dos valores de contagem de células somaticas (x1000/mL)
em duas propriedades de leite organico, segundo o resultado do California
Mastitis Test (CMT), em animais com exame microbiol6gico positivo. Botucatu,
SP, 2011.

Mastite N Mediana Minimo Méaximo P25 P75
CMT negativo 34 201,52 9,0 4303,0 92,0 359,0
CMT positivo 47 1121,0° 123,0 5854,0 606,0 1857,0

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos pelo teste de
Mann-Whitney. N: nimero de amostras.

A influéncia do isolamento de ECP ou ECN sobre os constituintes do
leite estd demonstrada nas tabelas 9 e 10. Em ambas foi observada diferenca
estatistica para o isolamento de ECP ou ECN em relacdo aos teores de

lactose.
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Tabela 9. Numero de amostras avaliadas, média e desvio-padrdo dos

constituintes lacteos em duas propriedades de leite organico, segundo o

isolamento de Staphylococcus coagulase positivo (ECP). Botucatu, SP, 2011.

Isolamento de ECP

Constituintes Negativos IP IM \éael?;
N X+ DP N X +DP N X+ DP

Gordura (%) 123 3,0°+1,7 27 30°+19 11 2,9%+1,1 09756

Proteina (%) 123  34*°+04 27 35°*+04 11 34°+03 0,6074

Lactose (%) 123  45°+03 27 43"™+05 11 41°+06 0,0008

Extrato seco (%) 123 11,9%°+1,9 27 11,8°+21 11 11,4%°+15 0,7223

ESD (%) 123  89°+05 27 89*+06 11 85°+06  0,0692

Estatistica: médias seguidas de letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos pelo teste de Tukey.

IP: isolamento puro; IM: isolamento misto; ESD: extrato seco desengordurado; N: nimero de amostras; X: média; DP:

desvio padréo.
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Tabela 10. Numero de amostras avaliadas, média e desvio-padrao dos
constituintes lacteos em duas propriedades de leite orgénico, segundo o
isolamento de Staphylococcus coagulase negativo (ECN). Botucatu, SP, 2011.

Isolamento de ECN

Constituintes Negativos IP IM \c/IaeI%r
N X + DP N X + DP N X + DP

Gordura (%) 123 30°+1,7 4  38*°+23 7 32°+1,7 05764

Proteina (%) 123 34°+04 4  34%°%05 7 35°+0,3 07763

Lactose (%) 123 45°+03 4  44"+02 7 40°+0,4 0,0137

Extrato seco (%) 123 11,98+19 4  12,7°+28 7 11,8*+1,7 10,7361

ESD (%) 123 8,9°+0,5 4 8,8°+0,6 7 8,5°+0,4 0,4488

Estatistica: médias seguidas de letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos pelo teste de Tukey.
N: nimero de amostras; X: média; DP: desvio padrdo; IP: isolamento puro; IM: isolamento misto; ESD: extrato seco
desengordurado.

5.6 Perfil de sensibilidade microbiana e deteccédo de linhagens
multirresistentes

Os maiores indices de sensibilidade das linhagens de
Staphylococcus spp. isoladas do leite proveniente da propriedade | foram
observados para ceftiofur (88,89%), oxacilina (88,89%) e
sulfametoxazole/trimetoprim (88,89%). Coincidentemente, oxacilina (100,0%),
ceftiofur (97,96%) e sulfametoxazole/trimetoprim (97,96%) também foram os
antimicrobianos mais efetivos frente aos isolados da propriedade II.

Penicilina G e ampicilina foram os antimicrobianos menos efetivos
frente aos isolados em ambas as propriedades. Nas linhagens da propriedade
I, 88,89% apresentaram resisténcia para penicilina G e 66,66% para ampicilina,
enquanto na propriedade Il foram observadas 89,80% dos isolados resistentes
para penicilina G e 57,14% para ampicilina (Tabela 11, Figura 11).
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Multirresisténcia para trés ou mais antimicrobianos foi observada em
5/9 (55,55%) linhagens de Staphylococcus coagulase positivos isoladas a partir
de amostras de leite colhidas na propriedade I. Dentre as linhagens isoladas da
propriedade Il, 4/49 (8,16%) Staphylococcus spp., 3/49 (6,12%) ECP e 1/49
(2,04%) ECN foram multirresistentes para trés ou mais antimicrobianos,
enquanto um isolado ECP mostrou resisténcia mdultipla a mais de cinco

farmacos.

5.7 Teste de difusdo com discos e CIM para deteccéo fenotipica
de linhagens de MRS

Somente uma linhagem de S. aureus, isolada da propriedade |,
apresentou resisténcia na prova de difusdo com disco e com a fita de oxacilina.
Na propriedade Il foram encontradas uma linhagem de S. intermedius e uma de
S. epidermidis resistentes para difusdo com disco de cefoxitina e uma linhagem
de S. warneri com resisténcia intermediaria na fita de oxacilina utilizada na

deteccéo de isolados MRS (figura 12).
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Figura 12. Pesquisa fenotipica da presenca de resisténcia a meticilina em
linhagem de ECP isolada de vaca em producdo organica, utilizando o método
de difusdo com discos em &gar e fitas de oxacilina® (0,015 — 256 pg/mL).
Botucatu, SP, 2011.

5.8 Deteccdo de hemolisinas

A deteccdo da producdo de hemolisina foi realizada semeando
todas as amostras de leite no meio de &gar sangue bovino desfibrinado 5%,
mantidas em condi¢cbes de aerobiose, a 37°C, por trés dias. Das 58 linhagens
de Staphylococcus spp., 57 (98,27%) apresentaram hemdlise total ao redor das
colénias. Apenas a linhagem de S. hyicus, isolada de leite proveniente da

propriedade |, ndo apresentou hemdlise.

5.9 Deteccao de gene de resisténcia e fatores de viruléncia

A presenca do gene mecA foi observada em 8/58 (13,79%)
linhagens de Staphylococcus spp., isoladas nas duas propriedades (figura 13).
Destas, 7/8 (87,50%) foram classificadas como ECP e 1/8 (12,5%) como ECN
(tabela 12).

O gene da enterotoxina A (sea) [figura 14] foi observado em 19/58
(32,75%) linhagens (tabela 12), 15/19 (78,94%) ECP e 4/19 (21,06%) ECN. O
gene da enterotoxina B (seb) foi encontrado em 2/58 (3,44%) isolados de ECP.
O gene da enterotoxina C (sec) [figura 15] foi detectado em 23/58 (39,65%)

3 Oxoid M.I.C.Evaluator
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linhagens (tabela 12). Destas, 18/23 (78,26%) foram classificadas como ECP e
5/23 (21,74%) como ECN. O gene codificador da enterotoxina D (sed) foi
observado em 2/58 (3,44%) isolados de ECP. Todos os isolados de
Staphylococcus spp. foram negativos para a presenca do gene tsst-1 (tabela
12).

Em nenhuma das 17 linhagens de S. aureus foi encontrado o gene
mecA. sea foi observado em 5/17 (29,41%) linhagens, seb em 1/17 (5,88%),
sec em 4/17 (23,52%) e sed em 1/17 (5,88%) [tabela 12]. Nas demais 10/17
(58,82%) linhagens de S. aureus ndo foi detectado nenhum dos genes
pesquisados. A associacdo entre 0s genes sea e sec foi encontrada em 2/17
(11,76%) linhagens e a associacao sea, seb e sec em 1/17 (5,88%).

Das 27 linhagens de S. intermedius, o gene mecA foi detectado em
6/27 (22,22%), sea em 8/27 (29,62%), seb em 1/27 (3,70%), sec em 13/27
(48,14%), sed em 1/27 (3,70%) [tabela 12], enquanto em 9/27 (33,33%)
linhagens nenhum dos genes pesquisados foi encontrado. Os genes sea e sec
foram encontrados em associacdo em 4/27 (14,81%), enquanto que a
associacdo mecA e sea e mecA e sec foram encontradas, cada uma, em 1/27
(3,70%).

Dentre as trés linhagens de S. schleiferi coagulans, em 1/3 (33,33%)
foi encontrado o gene mecA. O gene codificador para enterotoxina A (sea) foi
detectado em 2/3 (66,66%) isolados e em 1/3 (33,33%) foi observado sec
(tabela 12). A associacdo entre os genes sea e sec foi encontrada em 1/3
(33,33%).

Na unica linhagem de S. hyicus isolada foi detectado o gene sea
(tabela 12).

Dentre os ECN, as oito linhagens de S. warneri ndo apresentaram o
gene codificador para resisténcia a meticilina, 3/8 (37,50%) apresentaram sea,
4/8 (50,0%) sec (tabela 12) e 3/8 (37,50%) ndo apresentaram nenhum gene
pesquisado. A associacao sea e sec foi encontrada em 2/8 (25,0%) linhagens.
A Unica estirpe de S. capitis urealyticus isolada ndo apresentou qualquer gene
analisado. Na linhagem de S. epidermidis foram identificados simultaneamente
0S genes mecA, sea e sec.

Das 58 linhagens de Staphylococcus spp. identificadas, em 34

(58,62%) foi detectado pelo menos um gene investigado. As enterotoxinas A,
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B, C ou D foram encontradas em 32/58 (55,17%) das linhagens. Destas, 12/32
(37,5%) apresentaram genes para duas ou mais enterotoxinas. A associacao
entre o gene mecA e pelo menos uma enterotoxina foi encontrada em 6/8
(75,0%) das linhagens ou em 6/58 (10,34%) do total de linhagens isoladas. A
presenca simultdnea dos genes codificadores para as enterotoxinas A e C foi
observada em 10/58 (17,24%) linhagens de Staphylococcus spp. (tabela 13).
Em 24/58 (41,37%) das linhagens isoladas, ndao foi detectado nenhum dos
genes pesquisados.

O gene mecA foi observado em 8/58 (13,79%) linhagens. Destas 6/8
(75,0%) foram caracterizadas como S. intermedius, 1/8 (12,50%) como S.
schleiferi coagulans e 1/8 (12,50%) como S. epidermidis.

Uma linhagem de S. aureus (1/58 — 1,72%) apresentou-se resistente
no teste de disco difusdo e de concentracdo inibitéria minima com fitas de
oxacilina. 1/58 (1,72%) linhagem de S. intermedius foi resistente para o disco
de cefoxitina. Uma linhagem de S. warneri (1/58 — 1,72%) apresentou
resisténcia intermediaria na fita de oxacilina. O gene mecA foi encontrado em
uma linhagem de S. epidermidis (1/58 — 1,72%) que também apresentou
resisténcia para o disco de cefoxitina.

Um total de 3/58 (5,16%) linhagens isoladas foi resistente em um
teste de susceptibilidade a oxacilina ou cefoxitina sendo negativas para a
presenca do gene mecA.

Dentre as 8/8 (100,0%) linhagens detentoras do gene mecA, 6/8
(75,0%) apresentaram genes codificadores para pelo menos uma das
enterotoxinas pesquisadas. A associacdo mecA e sec apareceu em 4/8

(50,0%) das linhagens avaliadas.

Siqueira, A.K., 2011.
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Tabela 13. Associacdes entre diferentes genes de enterotoxinas e resisténcia a
oxacilina (mecA) investigados em 58 linhagens de Staphylococcus spp.

isolados do leite de vaca em duas propriedades orgéanicas. Botucatu, SP, 2011.

Genes sea sec sed sea + sec sea + seb + sec SA
mecA 1 4 0 1 0 2
SA 6 7 2 10 2 17

* SA: sem associacgao. sea: gene codificador da enterotoxina A; seb: gene codificador da enterotoxina B; sec: gene
codificador da enterotoxina C; sed: gene codificador da enterotoxina D; mecA: gene codificador de resisténcia para

meticilina.

3 4

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 2% para a visualizagdo dos
produtos de amplificacdo para a pesquisa do gene mecA em linhagens de ECN
isoladas do leite de vacas de propriedades organicas localizadas no interior do
estado de Séo Paulo. 1-17: linhagens de ECNSs; 18: controle positivo (S. aureus
ATCC 33591); 19: negativo (S. aureus ATCC 25923); 20: 100 pb DNA ladder.
Botucatu, 2011.
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" ErEES 4 5 6§ SR EF 10 1112 18 14 b 46 W 18 e 2l
Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 2% para a visualizacdo dos

produtos de amplificacdo para a pesquisa do gene sea em linhagens de
Staphylococcus spp. isoladas do leite de vacas de propriedades orgéanicas
localizadas no interior do estado de S&o Paulo. 1-17: linhagens de
Staphylococcus spp.; 18: controle positivo (ATCC 13565); 19: controle negativo
(Agua MilliQ esterilizada); 20: 100 pb DNA ladder. Botucatu, 2011.

o2 ob

I 2 3 "4 5 6.9 W W 10 (1 22 13 % 58 TG 1/ 18 19 20

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 2% para a visualizacdo dos

produtos de amplificacdo para a pesquisa do gene sec em linhagens de
Staphylococcus spp. isoladas do leite de vacas de propriedades organicas
localizadas no interior do estado de Sao Paulo. 1-17: linhagens de
Staphylococcus spp.; 18: controle positivo (ATCC 19095); 19: controle negativo
(Agua MilliQ esterilizada); 20: 100 pb DNA ladder. Botucatu, 2011.
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6. DISCUSSAO

A mastite subclinica em vacas gera graves perdas econbmicas e
aumento nas contagens celulares do leite. Pode ser considerada uma forma
silenciosa de prejuizo, pois ndo ha mudancas visiveis no Ubere ou no aspecto
do leite (Dias, 2007). Diversos autores, principalmente da Europa — berco da
agricultura organica -, tém ressaltado para alta prevaléncia da mastite
subclinica neste sistema de producgéo pecuéria (Busato et al., 2000; Hamilton et
al., 2006; Bennedsgaard et al., 2006; Roesch et al., 2006, 2007). A ocorréncia
de mastite subclinica em vacas em sistema organico é justificada, em parte,
pela restricdo no uso de antimicrobianos para o tratamento das mastites na
lactacdo, bem como para a terapia/profilaxia da “vaca seca” (Roesch et al.
2007). Os achados do presente estudo estdo em consonancia com oS
resultados de estudo da mastite em vacas produtoras de leite organico na
Europa, uma vez que 48,27% dos tetos avaliados apresentaram mastite
subclinica, contra somente 0,77% de mastite clinica.

O predominio de animais com mastite subclinica pressup8e maior
isolamento de micro-organismos do grupo dos contagiosos, dos géneros
Staphylococcus, Streptococcus e Corynebacterium bovis. Devido ao habitat
deste grupo de micro-organismos ser constituido pela mucosa e pele dos
animais, as infecces mamarias em vacas pelos contagiosos, geralmente ficam
restritas a forma subclinica, provavelmente pela adaptacdo destas bactérias a
mucosa da glandula mamaria, ao contrario dos ambientais que comumente
exteriorizam sinais de mastite clinica (Ribeiro, 2008).

Vaarst e Enevoldsen (1997), na Dinamarca, descreveram a
associacdo de S. aureus e ECN com mastite subclinica em bovinos criados em
sistema organico. Hamilton et al. (2006) isolaram Staphylococcus spp. em mais
de 50% das amostras de leite colhidas em propriedades organicas da Suécia.
Bennedsgaard et al. (2006) recuperaram Staphylococcus em aproximadamente
30% do leite organico colhido em fazendas da Dinamarca. Roesch et al. (2007)
isolaram S. aureus em 49% e ECN em 55% das amostras de leite provenientes
de propriedades suicas certificadas como organicas. Bombyk et al. (2008)
isolaram espécies de Staphylococcus em 47,7% das amostras de leite organico
provenientes dos EUA, representando o micro-organismo mais frequentemente

isolado nas propriedades envolvidas no levantamento. De maneira similar, nas
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propriedades organicas amostradas no presente estudo no estado de Séo
Paulo, Staphylococcus spp. (22,39%) também foi 0 micro-organismo mais
freqUente isolado comparativamente aos outros agentes de mastite, reforcando
também o predominio deste género de micro-organismo nas infeccdes
mamarias em vacas em sistema organico.

S. aureus e S. intermedius estdo entre os estafilococos mais
prevalentes na casuistica da mastite em bovinos (Radostits et al., 2007; Winn
Jr. et al.,, 2008). S. intermedius foi detectado em 46,56% das linhagens do
género Staphylococcus isoladas das propriedades | e Il. Estes micro-
organismos possuem como habitat a microbiota da pele e mucosas de diversas
espécies animais, principalmente caes. Porém, de forma oportunista, estédo
relacionados com diversas infec¢cdes em animais de producao, particularmente
na glandula mamaria de ruminantes domeésticos (Winn Jr. et al., 2008).

Estima-se que S. aureus cause entre 30 e 40% das infeccdes
mamarias em ruminantes produtores de leite (Asperger e Zangerl, 2003), além
de ser o principal agente causal de infecgcbes nosocomiais em humanos
(Aarestrup et al., 2001). S. aureus foi isolado em 21,9% das amostras de leite
colhidas de vacas em sistema convencional na Turquia (Kirkan et al., 2005) e
em 28,33% no Paquistdo (Moniri et al., 2007). Ferguson et al. (2007), na ltalia,
descreveram S. aureus em 20,6% das amostras de leite de vacas com mastite
colhidas em ordenha convencional. No Brasil, em propriedades convencionais
no Sergipe, Oliveira et al. (2009) isolaram S. aureus em 21,95% das amostras
de leite de vacas com mastite. No presente estudo, 22,42% das 58 linhagens
de Staphylococcus isoladas foram classificadas como S. aureus, ressaltando a
alta presenca deste micro-organismo em vacas no sistema organico de
producao.

Nas ultimas décadas, os estafilococos coagulase negativos eram
considerados patégenos menores (Radostits et al., 2007). No entanto, estudos
recentes indicam a emergéncia de ECN na génese das mastites, clinicas e
subclinicas, associados com danos ao tecido secretor de leite (Moon et al.,
2007a; Sawant et al., 2009). Schultz et al. (2004) identificaram 78,0% de ECN
dentre 202 bactérias isoladas em amostras de leite de vacas criadas no
sistema convencional. Na Turquia foram isoladas 28,33% linhagens de S.

aureus e 20% de ECN em vacas criadas em sistema convencional (Kirkan et
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al., 2005). Na lItalia, Ferguson et al. (2007) descreveram o predominio de ECN
(22,6%) em amostras de leite convencional. Nas 58 linhagens de
Staphylococcus spp. isoladas nas duas propriedades organicas amostradas,
ECP representaram 82,76% (22,42% S. aureus) e os ECN 17,24%. Diferentes
autores tém destacado a emergéncia dos ECNs como agentes patogénicos,
notadamente pelos prejuizos provocados com o aumento na CCS e alteracdo
nos teores dos constituintes do leite (Gentilini et al., 2002). No entanto, o
namero restrito de estudos com classificagdo de coagulase positivos ou
negativos em Staphylococcus isolados de vacas em sistema organico,
limitaram confrontar os resultados do presente estudo em relacdo a presenca
de ECP e ECN.

As espécies de ECNs mais frequentes isoladas de mastite bovina
sdo S. chromogenes, S. hyicus, S. epidermidis, S. simulans, S. hominis, S.
xylosus e, em menor frequéncia, S. warneri, S. haemolyticus, S. sciuri, S.
capitis, S. saprophyticus e S. lentus (Radostits et al., 2007).

Staphylococcus warneri foi identificado em 80% (8/10) das linhagens
de ECN isoladas dos animais estudados, com e sem mastite, representando
13,80% das 58 linhagens de Staphylococcus sp. isoladas. Luthje e Schwars
(2006) também isolaram S. warneri de 13,2% das amostras de leite de vacas
criadas no sistema convencional. Bal et al. (2010) isolaram oito (8,0%)
linhagens de S. warneri a partir de leite bovino convencional proveniente de
vacas com mastite subclinica. No Brasil, Belotti et al. (1991) e Machado et al.
(2008) encontraram, respectivamente, 5,0% e 1,8%, das amostras de ECN
caracterizadas como S. warneri em vacas com e sem mastite criadas em
sistema convencional. As infeccbes mamarias por S. warneri geralmente séo
persistentes, com elevacado das contagens celulares e diminuicdo da qualidade
do leite (Taponem et al.,, 2008; Pyorala e Taponem, 2009; Thorberg et al.,
2009), restritos a forma subclinica de mastite (Radostits et al., 2007). No
entanto, podem ser isolados de leite ndo mastitico, visto que estdo presentes
na microbiota da pele dos tetos e do Ubere dos bovinos (Boddie et al., 1987,
Radostits et al., 2007; Taponem e Pyorala, 2009), assim como na pele de
humanos (Winn Jr. et al. 2008). O isolamento de S. warneri nas propriedades

organicas do estado de S&o Paulo, a semelhanca de estudos de outros paises,
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denota o envolvimento desta espécie de estafilococo nas infeccdes mamarias
em vacas.

Udo et al. (1999), no Kwait, encontraram S. warneri em 20,6% dos
isolados obtidos das méos de manipuladores de alimentos. No Brasil, Cunha et
al. (2006) isolaram 20 linhagens de ECNs em leite e queijo branco coletadas de
supermercados da cidade de Botucatu, das quais, quatro (20%) foram
classificadas como S. warneri. Esses achados sugerem a possibilidade de
veiculacdo de S. warneri pelas méos dos ordenhadores, bem como risco de
estafilococcias em humanos decorrente da manipulacdo inadequada do leite,
ou contaminacdo durante os processos de embalagem, armazenagem e/ou
distribuicdo de produtos e derivados.

S. epidermidis foi isolado somente em 1/58 (1,72%) amostra de leite
de vaca com mastite subclinica nas propriedades organicas amostradas. Bal et
al. (2010) encontrarm 2/100 (2,0%) S. epidermidis em leite bovino convencional
com mastite subclinica. Gillespie et al. (2009) identificaram 10% de S.
epidermidis entre 383 ECNs isolados em trés rebanhos leiteiros convencionais.
Estas espécies de estafilococos sdo consideradas habitantes normais da pele e
membranas mucosas de animais (Radostits et al., 2007) e de humanos. Tem
sido isoladas também de alimentos (Bergdoll, 1995). No Brasil, Cunha et al.
(2006) identificaram S. epidermidis em 20% das linhagens de ECNSs isoladas
de alimentos processados disponibilizados para o consumo. A presenca de
ECNs em alimentos ja processados indica também para o risco de toxinfeccfes
alimentares por estes micro-organismos.

S. capitis € considerado agente secundario na génese das mastites
bovinas. Mathews et al. (1990) identificaram o micro-organismo em menos de
1% das linhagens de ECNs de origem bovina. Stamford et al. (2006)
identificaram S. capitis em 1,8% dentre 109 linhagens de Staphylococcus sp.
isoladas de leite bovino em criagdo convencional. Fel3ler et al. (2010) isolaram
121 ECN de casos de mastite bovina, dos quais, somente um isolado foi
classificado como S. capitis. Das 58 linhagens de Staphylococcus sp. isoladas
nas duas propriedade organicas estudadas, apenas 1,72% foram
caracterizadas como S. capitis. A semelhanca de S. warneri, a baixa freqiiéncia
de isolamento de S. capitis no presente estudo indica o reduzido envolvimento

deste micro-organismo nas infeccdées mamarias em vacas.
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Nenhuma amostra de leite acusou o isolamento de E. coli no agar
MacConkey. Ribeiro et al. (2009) também n&o observaram o isolamento deste
micro-organismo no leite de quatro pequenas propriedades organicas do
interior do estado de S&o Paulo. Este resultado sinaliza para a baixa
participacdo deste micro-organismo nas infeccdes mamarias em vacas no
sistema orgéanico. Ademais, Philpot e Nickerson (2002) afirmaram que ha uma
tendéncia mundial na diminuicdo das mastites causadas por micro-organismos
ambientais, particularmente E. coli, em virtude da adocdo de boas préticas de
manejo na ordenha.

A preocupacdo com linhagens bacterianas resistentes aos
antimicrobianos é tema frequente no meio cientifico (Brito et al., 2001). A OIE
(Organizacdo Mundial de Saude Animal) recomenda o monitoramento da
sensibilidade microbiana aos farmacos de uso corrente no tratamento de
bactérias patogénicas e comensais isoladas de animais domésticos (Acar e
Rostel, 2001).

Ceftiofur e oxacilina foram os antimicrobianos mais efetivos
(>88,0%) frente as linhagens de estafilococos nas duas propriedades
estudadas, fato também verificado por Hendriksen et al. (2008) onde estes
farmacos apresentaram mais de 90,0% de eficicia para linhagens de S. aureus
isolados de leite convencional. De maneira similar, Sawant et al. (2009)
também observaram alta efetividade de ceftiofur e oxacilina frente aos ECNs
isolados de casos de mastite bovina na Coréia. No Brasil, Ribeiro et al. (2009)
observaram que o perfil de sensibilidade em linhagens bacterianas obtidas de
vacas em sistema organico mostrou que ceftiofur (95,2%), oxacilina (84,2%),
gentamicina (76,3%) e cefoperazona (70,3%) foram os antimicrobianos mais
efetivos frente aos isolados. Estes achados reforcam a efetividade da
cefalexina e oxacilina em estafilococos isolados de vacas mantidas em sistema
organico de producdo, bem como o uso destes farmacos como de eleicdo em
graves infeccbes mamarias, ainda que estes animais sejam retirados da
producao organica.

Em contraste, Tikofsky et al. (2003) nos EUA encontraram,
respectivamente, 28,0% e 29,0% de resisténcia para ampicilina e penicilina G
entre as linhagens de Staphylococcus provenientes de amostras de leite

organico. Na Suica, Roesch et al. (2006) identificaram mais de 30,0% das
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linhagens de Staphylococcus isolados de propriedades orgéanicas resistentes a
penicilina G. Bennedsgaard et al. (2006), na Dinamarca, encontraram ao redor
de 12,0% de linhagens de S. aureus resistentes para a penicilina, tanto em
propriedades leiteiras no sistema organico como no convencional. Bombyk et
al. (2008) descreveram que 15,5% das linhagens de Staphylococus sp isoladas
de leite organico em propriedades dos EUA foram resistentes para penicilina G.

No Brasil, Ribeiro et al. (2009) verificaram altas taxas de resisténcia
para penicilina G (53,5%), ampicilina (41,6%) e neomicina (38,6%) no leite de
148 vacas, de quatro pequenas propriedades certificadas como organicas do
estado de S&o Paulo. No mesmo estudo foi verificada multirresisténcia a trés
ou mais antimicrobianos em 40 (39,6%) linhagens bacterianas. Estes achados
sdo equivalentes aos obtidos no presente estudo, j& que as maiores taxas de
resisténcia dos isolados obtidos das propriedades de leite organico também
foram observadas para penicilina G (>88,0%) e ampicilina (>57,0%) e a
multirresisténcia para trés ou mais antimicrobianos foi observada em 55,55%
das linhagens de estafilococos da propriedade | e em 8,16% da propriedade II.
De acordo com o Siegel et al. (2006) micro-organismos com resisténcia
multipla a drogas sdo caracterizados quando apresentam resisténcia para mais
gue uma classe de antimicrobiano testada. Na presente pesquisa encontramos
multirresisténcia principalmente para antimicrobianos do grupo dos f-
lactamicos, no entanto, a alta prevaléncia de resisténcia para trés ou mais
antimicrobianos, mesmo que da mesma classe, deve ser levada em
consideracdo, posto que a grande maioria dos anti-mastiticos tem em sua
formulacdo uma droga do grupo dos B-lactamicos.

Apesar da proibicdo do uso de antimicrobianos em vacas no sistema
organico, a presenca de multirresisténcia dos estafilococos isolados do leite
indica provavel uso indevido de antimicrobianos no tratamento das vacas dos
plantéis estudados. Este resultado pode encontrar justificativa em que estas
propriedades possuem poucos anos certificadas como orgéanicas, e podem
guardar ainda algumas mazelas de uso indevido de antimicrobianos na pratica
de tratamentos nos animais, que aumentam a pressao seletiva para a
resisténcia multipla dos isolados, particularmente para os antimicrobianos
convencionais, como ampicilina e penicilina. Outrossim, mesmo diante da

certificacdo das propriedades como organicas, os isolados multirresistentes de
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estafilococos podem ter permanecido em infec¢cdes crénicas nos animais ou
nos equipamentos e utensilios de ordenha.

A década de 1940 marcou o aparecimento de resisténcia bacteriana
para a penicilina. Desde entdo, os mecanismos de resisténcia sdo objeto de
estudo e motivo de preocupacado para profissionais da saude. A emergéncia e o
aumento da resisténcia aos antimicrobianos no Brasil e no mundo apontam
para a necessidade de estudos continuados do perfil de sensibilidade de
bactérias isoladas de humanos e animais (Dzidic e Bedekovic, 2003; Livermore
e Pearson, 2007). O uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento das
mastites pode induzir o aparecimento de micro-organismos resistentes, além
de comprometer a eficacia dos tratamentos instituidos (Barberio et al., 2002).

A pesquisa de Staphylococcus meticilina resistentes (MRS) é
assunto emergente em medicina humana. Nos animais, os estudos das
linhagens MRS sao recentes, embora existam evidéncias do risco da
transmissao de estirpes MRS entre animais de companhia e seus proprietarios
(Weese et al., 2006; Juhasz-Kaszanyitzky et al., 2007; VanLoo et al., 2007). A
meticilina foi introduzida em 1961 para ser utilizada contra linhagens de S.
aureus produtoras de penicilinases. Porém, os relatos de resisténcia foram
descritos poucos anos apds o uso do farmaco (Schito, 2006). Diferentes
estudos tém mostrado o isolamento de MRS em rebanhos bovinos, granjas de
suinos e de frangos, aléem de alimentos de origem animal provenientes de
supermercados (Lee, 2003; Kitai et al., 2005; Normanno et al., 2007; Stein,
2009).

Nunes et al. (2006), em Portugal, avaliaram a sensibilidade
antimicrobiana de 30 linhagens de S. aureus e 31 S. epidermidis isoladas de
animais com mastite subclinica, criados em sistema convencional. A producéo
de B-lactamases foi detectada em 20 S. aureus (66,7%), todos resistentes para
penicilina. Dos 31 S. epidermidis, 24 (77,4%) foram [B-lactamases positivos.
Nove (29,03%) S. epidermidis foram resistentes para oxacilina. Na presente
pesquisa, mais de 88,0% dos estafilococos apresentaram resisténcia para a
penicilina na prova de difusdo com discos e mais de 57% para ampicilina,
caracterizando resisténcia, principalmente para p-lactamicos.

No mesmo estudo, Nunes et al. (2006) observaram 100% de

sensibilidade de S. aureus isolados de mastite para oxacilina e 71,0% de ECN.
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Resultados similares foram obtidos na presente pesquisa, pois mais de 88,0%
das linhagens de Staphylococcus spp. foram sensiveis a oxacilina. Em
contraste, baixa porcentagem de linhagens meticilina resistentes tem sido
descrita em Staphylococcus isolados de mastite bovina (Nunes et al., 2006).
Bal et al. (2010) encontraram somente 1,22% das linhagens de ECNs isoladas
de mastite bovina subclinica carreando o gene mecA.

A prova fenotipica de difusdo com discos tem sido pouco eficiente
para predizer a presenca de mecA em estafilococos quando comparada com a
PCR (Swenson e Tenover, 2005; Bemis et al., 2006; Zhang et al., 2011). Desta
forma, a investigacdo do gene é fundamental para avaliar a presenca de MRS
entre linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite organico. O gene
mecA foi detectado em 13,79% (8/58) das amostras de Staphylococcus spp.
isoladas das duas propriedades organicas amostradas e, dentre estas, apenas
uma linhagem também apresentou resisténcia para o disco de cefoxitina. 7/8
(87,50%) isolados mecA positivosforam classificados como ECPs e 1/8 (12,5%)
ECN. Estes achados indicam alta prevaléncia de MRS entre os isolados
obtidos de leite bovino em producédo organica nas propriedades estudadas.
Estudo desenvolvido com ECNs isolados de casos de mastite bovina na
Coréia, o gene mecA foi identificado em 32,43% das linhagens (Sawant et al.,
2009), destacando maior prevaléncia deste gene de resisténcia nas linhagens
de estafilococos de leite convencional comparativamente as propriedades
organicas.

Walther e Perreten (2007) relataram a identificacdo de duas
linhagens de S. epidermidis resistentes a meticilina isolados de vacas com
mastite subclinica em sistema organico de producdo. Ambas as linhagens
apresentaram resisténcia para oxacilina e o gene mecA. Coincidentemente, no
presente estudo, a resisténcia para oxacilina e a presenca do gene mecA foram
observadas em uma linhagem de S. epidermidis isolada de leite de vaca com
mastite subclinica. Em producdo de leite convencional a presenca de S.
epidermidis carreando e/ou expressando o gene mecA também tem sido
descrita (Juhasz-Kaszanyitsky et al., 2004; Bengtsson et al., 2009). A presenca
do gene mecA em isolados de ECP e ECN no presente estudo evidencia o
risco de transmissao para os humanos, pelo leite, de isolados contendo este

gene de resisténcia, principalmente em animais com mastite subclinica, cujo
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leite pode, inclusive, ser destinado ao consumo ou a producdo de derivados
lacteos, ou mesmo pelo manejo diario desses animais.

As enterotoxinas estafilocdcicas sdo responsaveis por intoxicacdes
alimentares no mundo todo (Silva et al., 2005). S&o consideradas exotoxinas
termoestaveis protéicas da familia das toxinas pirogéncias ou superantigenos
(Becker et al., 2001). Diversos estudos tém reportado Staphylococcus sp.
produtores de enterotoxinas isolados de mastite bovina (Magalh&des Lopes et
al., 1990; Larsen et al., 2000; Stephan et al., 2001; Silva et al., 2005). Neste
contexto, o leite e seus derivados séo os alimentos mais envolvidos em surtos
de intoxicacdes alimentares, representando cerca de 2/3 dos casos (Loir et al.,
2003). A ingestdo das toxinas EEA e EED é responsavel pela maioria das
toxinfeccdes (Zoli et al., 2002).

Cenci-Goga et al. (2003) encontraram 22 (14.0%) linhagens de
Staphylococcus isoladas de vacas de leite nos EUA produtoras de
enterotoxinas, das quais, sete produtoras de EEC, 12 de EED e trés de EEC e
EED. Adwan et al. (2005), na Palestina, encontraram 10,8% das linhagens de
S. aureus isoladas de leite cru convencional carreando sea, 54,1% seb, 10,8%
sec e 16,2% sed. Jorgensen et al. (2005b) encontraram genes para
enterotoxinas em 52,5% dos isolados de leite de tanques de expansdo na
Noruega. Hata et al. (2006) observaram pelo menos um gene para toxinas em
74,90% dos 231 S. aureus isolados de leite mastitico de bovinos no Japéo, nos
quais a enterotoxina C foi detectada em 109/231 (47,18%) linhagens.
Srinivasan et al. (2006) encontraram 73/78 (93,6%) de S. aureus isolados de
mastite no Tennessee (EUA) carreando uma ou mais toxinas. Destas, SED foi
encontrada em 41/78 (52,60%) linhagens e SEB em 1/78 (1,3%). Na Turquia,
Karahan et al. (2009) encontraram genes para pelo menos uma enterotoxina
em 29,3% de S. aureus isolados de vacas com mastite criadas no sistema
convencional. Além das enterotoxinas, tsst foi encontrado em 3,3% das
linhagens. No presente estudo, 55,17% das linhagens de Staphylococcus spp.
isoladas de leite organico de animais com e sem mastite apresentaram pelo
menos um gene para as enterotoxinas pesquisadas (A, B, C e D). Os genes
codificadores para EEC (sec) foram mais encontrados, seguidos dos
codificadores de EEA (sea). Nenhuma linhagem recuperada das propriedades

organicas apresentou o gene para a toxina da sindrome do choque toxico.
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No Brasil, dentre 127 linhagens de S. aureus isoladas de casos de
mastites em rebanhos convencionais de municipios de Minas Gerais, 47%
produziram pelo menos uma enterotoxina pesquisada (EEA, EEB, EEC e EEE)
[Cardoso et al., 2000]. Silva et al. (2005) investigaram a presenca de genes
para as enterotoxinas A, B e C em 64 isolados de S. aureus isolados de mastite
bovina. Os genes das toxinas A e B em conjunto foram encontradas em quatro
(6,3%) linhagens e da toxina C em duas (3,1%). Santana et al. (2010) isolaram
51 Staphylococcus spp. em 101 amostras de leite cru bovino provenientes de
Londrina, PR, e Pelotas, RS. Destas, 27,45% (14/51) possuiam 0 gene sea.
Oliveira et al. (2011) encontraram 19,0% das 574 linhagens de Staphylococcus
isoladas de amostras de leite cru de vacas de rebanhos nacionais com
potencial enterotoxigénico. Destas, 68,80% produziram EED e 12,80% EEA.
No presente estudo, sea foi detectado em 32,75% das linhagens de
Staphylococcus isoladas, seb em 3,44%, sec em 39,65% e sed em 3,44%.

Apesar das divergéncias no numero de isolados em relacdo as
toxinas, a enterotoxina A tem se mostrado a principal toxina envolvida nos
surtos alimentares em humanos (Balaban e Rasooly, 2000), enquanto EEC
frequentemente € detectada em linhagens isoladas de casos de mastite bovina
(Jorgensen et al., 2005b). A associacdo entre os genes codificadores das
enterotoxinas A e C foi mais freqiente nas linhagens isoladas das duas
propriedades organicas estudadas. Também foi possivel observar que dentre
oito linhagens positivas para 0 gene mecA, 6/8 (75,0%) apresentaram pelo
menos um gene codificador para as enterotoxinas analisadas (A, B, C ou D),
sendo que em 4/8 (50,0%) linhagens houve associagcdo com sec.

As varia¢des geograficas podem influenciar na ocorréncia de genes
para toxinas em linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de mastite (Cenci-
Goga et al., 2003; Silva et al., 2005; Srinivasan et al., 2006). No entanto, a
presenca destas enterotoxinas em leite produzido no sistema organico,
principalmente associada com genes de resisténcia para antimicrobianos,
alerta para o risco em consumir leite cru e derivados contaminados com
potentes toxinas estafilocécicas e para a dificuldade de tratamento das
infec¢cdes causadas por estas linhagens.

Srinivasan et al. (2006) encontraram 93,6% de S. aureus isolados de

vacas criadas em sistema convencional com mastite no Tennessee (EUA)
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carreando uma ou mais toxinas, das quais TSST-1 foi encontrada em 20/78
(25,60%). No Brasil, em 127 linhagens de S. aureus isoladas de casos de
mastites em rebanhos convencionais em Minas Gerais, 47% produziram pelo
menos uma toxina pesquisada, incluindo TSST-1 (Cardoso et al., 2000). Nas
propriedades de leite organico estudadas, nenhuma das linhagens de
Staphylococcus sp. possuiam o gene codificador para tsst-1. Sa et al. (2004)
também ndo encontraram linhagens positivas para TSST-1 em S. aureus
isolados de mastite clinica de animais provenientes de propriedades
convencionais do interior do estado de S&o Paulo. Estes achados
provavelmente sinalizam para a baixa producdo de TSST-1 em isolados de
estafilococos obtidos de vacas.

Dentre os parametros utilizados na avaliagdo da qualidade do leite
de vacas, destaca-se a contagem de células somaticas. A alta celularidade no
leite decorre, principalmente, de deficiéncias no manejo higiénico da ordenha e
na saude do Ubere. Pode também estar relacionada a fase de lactagéo e idade
do animal (Fonseca e Santos, 2000).

Na Suica, Roesch et al. (2007) encontraram médias de CCS ao
redor de 4,0 x 10* células/mL em leite de vacas criadas em sistema organico
de producdo. Em contraste, na Suécia, Hamilton et al. (2006) constataram
valores de CCS variando entre 8,3 x 10* células/mL e 2,8 x 10° células/mL
também em vacas criadas em sistema organico.

Fernandez et al. (2009) encontraram média de CCS, em leite
organico proveniente do RS, acima de 1,2 x 10° células/mL, valor bem superior
aos 7,13 x 10° obtidos na propriedade | e 3,2 x 10° células/mL da propriedade II
utilizadas no presente estudo. Ribeiro et al. (2009) e Langoni et al. (2009), ao
pesquisarem as contagens celulares de leite proveniente de propriedades
organicas do estado de Sdo Paulo, observaram valores inferiores a 4,0 x 10°
células/mL em animais com ou sem mastite. O Brasil adotou o pagamento de
qualidade do leite na ultima década. Aceita-se atualmente CCS até 750.000
células/mL (Brasil, 2002). Os resultados do presente estudo mostraram que, na
média, os valores da celularidade das duas propriedades organicas estao
dentro dos limites aceitaveis vigentes pela IN 051 do MAPA. No entanto, a
partir de julho de 2011 havera maior rigor para a CCS do leite bovino (até

400.000 células/mL para a regido Sudeste), fato que sinaliza a necessidade de
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melhorias nas praticas de ordenha higiénica e incremento das acles de
profilaxia e controle da mastite.

A CBT é outro indicador adotado recentemente pelo Brasil para o
pagamento de qualidade do leite bovino (Brasil, 2002). No Brasil, Campos
(2004) encontrou valores de CBT acima do permitido pela IN 051 tanto nas
amostras de leite produzidas em sistema organico quanto no convencional.
Nas colheitas dos latbes, realizadas mensalmente por 12 meses, apenas a
propriedade | apresentou média da CBT superior ao preconizado pela IN 051
(Brasil, 2002). Os meses de setembro, outubro e novembro de 2008 (inverno e
primavera), além de abril de 2009 (outono), foram 0os meses com 0S maiores
valores de CBT. Outros estudos realizados no Brasil demonstraram que em
tanques coletivos a CBT € o principal aspecto em desacordo com a IN 051.
Este resultado reforca a importancia da avaliacdo periddica como parametro de
qualidade do leite e a necessidade das propriedades organicas amostradas
melhorarem as condi¢cfes da pratica de ordenha, visando reduzir a CBT. Ao
contrario da CCS, a adoc¢do de acdes nos plantéis para reducdo de CBT se
apresenta como mais preocupante para os criadores, visto que a partir de julho
de 2011, serdo aceitos na plataforma somente leite com CBT < 300.000
UFC/mL para tanques coletivos e < 100.000 UFC/mL para tanques individuais
(Brasil, 2002).

A preocupacdo com a presenca de residuos em leite de animais
criados no sistema convencional tem sido avaliada no Brasil. Barros et al.
(2001) encontraram 38,5% das amostras de leite C pasteurizado,
comercializadas na cidade de Salvador, que acusaram a presenca de residuos
de antimicrobianos. Nascimento et al. (2001) encontraram 50% de amostras
positivas para residuos em leite comercializado em Piracicaba, SP. Na regiao
de Uberlandia, Almeida et al. (2003) ao amostrarem leite de vacas de 158
propriedades, encontraram 1,89% de positividade para antimicrobianos do
grupo dos p-lactamicos. Biacchi et al. (2004) encontraram residuos de
antimicrobianos em 80% das amostras analisadas de leite do tipo B e 100% de
leite C provenientes do Vale do Paraiba, SP. Tetzner et al. (2005), no Triangulo
Mineiro, detectaram residuos em 33,3% das amostras de leite. Nero et al.
(2007) constataram residuos em 11,4% das amostras de leite colhidas em

quatro regides leiteiras do Brasil. Fonseca et al. (2009) verificaram a presenca
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de residuos de antimicrobianos em 4% das amostras de leite UHT provenientes
de Minas Gerais.

No entanto, sdo escassos 0s estudos direcionados na deteccao de
residuos em vacas de producdo organica, fato relevante, posto que este
sistema de producdo permite o uso de antimicrobianos, apenas em casos
extremos. No caso do uso de antimicrobianos, os produtores devem retirar 0s
produtos e subprodutos do animal da categoria de organico. Além disto, o
periodo de caréncia e descarte de leite deve ser duas vezes o0 que € O
recomendado para a criacado convencional e o animal devera ser identificado e
alojado em ambiente isolado (Brasil, 2008).

A presenca de residuos de substancias inibidoras no leite foi
encontrada em 6,97% de amostras da propriedade | e em 9,24% da
propriedade Il. Destas, 3,48% da propriedade | e 7,51% da propriedade Il foram
provenientes de animais e o0 restante de latdes. Ribeiro et al. (2009)
encontraram quatro (2,7%) amostras de leite com residuos, provenientes de
vacas criadas em sistema organico no interior do estado de S&o Paulo. Em
contrapartida, Mendes et al. (2008) ndo detectaram a presenca de residuos de
antimicrobianos em 32 amostras de leite cru comercializado clandestinamente
no municipio de Mossoré, RN.

Ambas as propriedades acompanhadas no estudo acusaram leite
com a presenca de substancias inibidoras, provavelmente antimicrobianos,
obtidos de tetos com mastite e/ou latdes. O leite destas propriedades é
processado em laticinios proprios. A detec¢do de residuos de antimicrobianos
indica falha nos preceitos de producédo organica, e que provavelmente os
animais estdo sendo tratados com antimicrobianos e o leite aproveitado na
linha de ordenha. O consumo dos produtos organicos vem aumentando em
funcdo da prerrogativa de produtos saudaveis. Desta forma, o produtor
organico deve atentar para as normas e também para os riscos do
processamento do leite fora das especificacoes exigidas. A deteccdo de
qualquer residuo de antimicrobiano no leite de vacas produzido no Brasil esta
em desacordo com as normas instituidas pela IN 064 do MAPA (Brasil, 2008).
A deteccdo de residuos no leite de vacas e latdes amostrados reforca a
necessidade de maior rigor dos laticinios para a deteccdo dos mesmos no leite

produzido no pais.
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Ademais, a presenca de residuos de antimicrobianos em leite
produzido em sistema convencional ou organico é fator preocupante para 0s
profissionais de saude, visto que resulta em grandes prejuizos para a industria
leiteira e o tratamento térmico ndo elimina os antimicrobianos, podendo
ocasionar reacdes indesejaveis nos humanos apds a ingestdo do produto
(Almeida et al., 2003).

O leite de vaca contém cerca de 0,9% de minerais e vitaminas, 3,2%
de proteinas, 3,9% de gorduras, 4,6% de lactose e 87% de agua (Brasil, 2002).
O tipo de ordenha, manual ou mecéanica, e a metodologia da colheita podem
influenciar nos teores dos componentes do leite, particularmente no que tange
aos valores de gordura (Reis et al., 2007). Com o intuito de avaliar os efeitos do
tipo de ordenha e do método de colheita de leite na composicdo e na
celularidade em fazenda na regido de Pedro Leopoldo, MG, Reis et al. (2007)
realizaram a colheita manual de leite antes da ordenha e dos coletores
individuais da ordenhadeira mecanica apés a ordenha completa. Observaram
que os percentuais de gordura foram menores no método manual, justificando
que, como a gordura possui menor densidade do que a proteina e a lactose, os
teores de gordura sdo mais elevados ao final da ordenha quando o Ubere ja
esta “vazio”. Também observaram que o leite ordenhado pela tarde apresentou
maiores teores de gordura comparativamente ao da manha. Tal fato pode ser
creditado a maior quantidade de leite na primeira ordenha, diluindo os teores
de gordura na ordenha da manha. No Canada, Quist et al. (2008) realizaram
estudo semelhante em 16 propriedades leiteiras, e também constataram
maiores teores de gordura e proteina na ultima ordenha do dia.

As colheitas do presente estudo foram realizadas de forma a
respeitar 0 manejo peculiar das propriedades de producéo orgéanica. No inicio
do estudo, em ambas as propriedades os bezerros adentravam na sala de
ordenha para estimular a descida do leite, antes do inicio das colheitas. Este
fato resultou em baixos teores de gordura no inicio do estudo. Desta forma, foi
necessario a adocdo de colheitas mistas, pré e pos-ordenha, com o intuito de
minimizar alteracées nos resultados da qualidade do leite das propriedades,
particularmente nos teores de gordura. Tal medida refletiu positivamente nos

resultados, pois os teores de gordura mensurados apos a adequacdo do
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método de colheita apresentaram resultados considerados dentro do esperado
para vacas em lactacdo, com o minimo de 3% de gordura (Brasil, 2002).

No Brasil, Pereira et al. (1999) observaram aumento nos teores de
gordura no leite de animais com mastite quando comparados com 0s animais
sem mastite criados em sistema convencional. Machado et al. (2000)
encontraram aumento significativo na concentracdo de gordura em amostras
colhidas de tanques de expansao, de propriedades convencionais, que
continham leite de animais com mastite. No presente estudo foram observados
valores de gordura considerados normais na média do leite dos animais de
producdo organica. No entanto também foi observado aumento dos teores de
gordura no leite organico de animais positivos no CMT quando comparados
com aqueles de animais sem mastite. Segundo Bueno et al. (2005) o aumento
dos teores de gordura do leite pode ser apenas relativo em virtude da reducao
dos demais componentes. Porém, Harmon (1994) descreveu que quando ha
diminuicdo da producéo de leite proporcionalmente maior do que a diminuicéo
da sintese de gordura, os teores de gordura aumentam em funcéo do efeito da
concentracdo. Contrariamente, Bueno et al. (2005) observaram reducdo dos
teores de lipideos no leite convencional de animais com mastite do estado de
Goiés. Santos (2003) sugeriu que a redugdo da concentracdo total de gordura
no leite se deve a diminuicdo da capacidade de sintese de lipideos pela
glandula mamaria com mastite.

Segundo a Normativa 051 (Brasil, 2002) o leite de qualidade para o
consumidor deve conter no minimo 2,9% de proteina. Diferentes autores tém
relatado aumento dos teores de proteina no leite de animais mastiticos
(Harmon, 1994; Pereira et al., 1999). O aumento dos teores de proteina €
creditado ao aumento das proteinas plasmaticas em decorréncia da resposta
inflamatoéria (Harmon, 1994) e também ao maior influxo de substancias do
sangue para o leite (Santos, 2003). Pereira et al. (1999) observaram teores
maiores de proteina em amostras de leite colhidas de vacas com mastite,
criadas em sistema convencional. Em contraste, Bueno et al. (2005)
observaram reducédo dos teores de proteina do leite de vacas com mastite
criadas em sistema convencional no estado de Goias. Na média, os teores de
proteinas do leite das vacas e latdes amostrados nas propriedades organicas

foram considerados dentro dos padres minimos exigidos pela IN 051 do
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MAPA (Brasil, 2002). No entanto, foi observado diminuicdo dos valores de
proteina nos animais com CMT negativo comparados aos com CMT positivo
para ambas as propriedades amostradas.

Gonzalez et al. (2004) afirmaram que a lactose € o componente que
menos varia no leite bovino. Machado et al. (2000) observaram pequena
reducdo dos teores de lactose de leite colhido de tanques de expansao de
propriedades convencionais. Na avaliagdo da qualidade do leite da bacia
leiteira de Pelotas, RS, Gonzalez et al. (2004) observaram que os teores de
lactose foram menores nos meses de marco, abril e maio. Bueno et al. (2005)
observaram que os valores de lactose foram inversamente proprocionais a
CCS de vacas com mastite criadas em sistema convencional no estado de
Goias. Coincidentemente, os teores de lactose foram menores principalmente
no més de abril, nas duas propriedades organicas envolvidas neste estudo.
Ademais foi estatisticamente significante a reducao da lactose em animais com
isolamento de Staphylococcus spp.. A reducdo dos teores de lactose no leite
de quartos infectados por estafilococos pode ser justificado pela diminuicdo na
sintese deste acucar nas células maméarias, em virtude do processo
inflamatorio e agressao tecidual provocadas pelo micro-organismo (Santos,
2003).

Fernandez et al. (2009), avaliaram o leite ecologico ou orgéanico
produzido em unidade de producédo do Rio Grande do Sul e verificaram 3,14%
de gordura, 9,3% de sélidos desengordurados e 3,19% de proteina. Estes
valores sdo semelhantes aos encontrados nas duas propriedades organicas
amostradas do interior do estado de S&o Paulo. As pequenas variacdes
observadas na composicdo dos constituintes do leite nas duas propriedades
estudadas podem ser reflexo de diferencas raciais, fase de lactacdo dos
animais, idade, além de manejo, principalmente nutricional (Comeron et al.,
2005).

No presente estudo foram encontrados valores de constituintes do
leite dentro dos limites estabelecidos pela IN 051, sem influéncia significativa
das estac6es do ano sobre os teores. Em contraste, foram observadas médias
superiores de CCS nas colheitas trimestrais de todos os animais nos meses de
fevereiro (verdo) e maio (outono) da propriedade | e nos meses de novembro

(primavera), maio (outono) e agosto (inverno) da propriedade I, porém sem
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influéncia estatisticamente significante. Vasconcelos et al. (1997) também nao
observaram influéncia estatisticamente significativa das estagdes do ano nos
valores de CCS e nos teores dos constituintes do leite em propriedades
convencionais. De maneira similar, Gonzalez et al. (2004) ndo observaram
influéncia dos meses do ano na celularidade e nos constituintes do leite de
bovinos criados em regime convencional na bacia leiteira de Pelotas, RS.
Igualmente, Fagan et al. (2008) n&o observaram influéncia das variacbes
climéaticas sobre a CCS do leite de vacas em granjas leiteiras convencionais do
estado do Parana. Em estudo recente, Zafalon et al. (2010) investigaram a
relacdo entre CCS de animais com mastite bovina por S. aureus, sob sistema
convencional de criagdo, frente as condi¢gbes climéticas. Os autores também
ndo observaram diferenca estatistica significativa na contagem celular do leite
dos quartos mamarios infectados quando comparada as estacdes do ano. O
conjunto destes achados sinaliza que estacdes climaticas definidas, sem
grandes varia¢des, nao influenciam significativamente nas contagens celulares
e bacterianas, apesar de maior tendéncia de aumento de CCS no outono nas
duas propriedades organicas estudadas. Este fato poderia ser reflexo do
aumento da umidade do ambiente nos meses de verdo e outono, que
coincidem e sucedem, respectivamente, com periodos de chuva, que poderiam
contribuir para o0 aumento das taxas de infeccdo mamaria e,
consequentemente, na celularidade do rebanho.

A implantacédo do sistema organico de producdo no Brasil é recente.
A grande maioria das propriedades passa por periodo de transi¢cdo e adquire
animais do sistema convencional. Ao contrario, 0s paises europeus estao ha
décadas desenvolvendo este tipo de producéo, fato que pode se traduzir com
melhor qualidade do leite e certas diferencas nos parametros de constituintes
do leite, se comparadas com as propriedades organicas nacionais. No entanto,
sd0 necessarios estudos no pais que avaliem parametros microbiolégicos, de
celularidade, fisico-quimicos e dos principais constituintes do leite organico,
com o intuito de subsidiar indicadores especificos de qualidade para esta

modalidade de produg¢&o animal.
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7. CONCLUSOES

e Os teores dos principais constituintes do leite (gordura, proteina,
lactose, extrato seco e extrato seco desengordurado) foram similares aos
encontrados em vacas em sistema convencional, mostrando que o sistema
organico nao altera significativamente estes constituintes;

¢ As médias e medianas das CCS e das CBT mantiveram-se dentro
dos parametros exigidos pela IN 051, refletindo de modo geral a qualidade do
leite organico para estes parametros nas propriedades estudadas;

e A auséncia de significAncia estatistica das variacdes climaticas
das estacbes sobre os parametros estudados indicou pouca influéncia dos
periodos do ano nos indicadores de qualidade do leite orgéanico;

e A deteccdo de substancias inibidoras em amostras de leite
colhidas dos tetos dos animais e dos latdes em ambas as propriedades, alerta
para os riscos em saude publica do consumo de leite e derivados destas
propriedades e o descumprimento desta exigéncia da IN 064, que proibem
qualquer residuo de farmaco no leite de vaca no Brasil;

e A alta frequéncia do isolamento de Staphylococcus spp. e
Corynebacterium bovis no leite dos animais reforca o predominio de micro-
organismos contagiosos na casuistica da mastite subclinica em vacas de
propriedades organicas;

¢ A identificacdo de 80,0% das linhagens de Staphylococcus sp.
isoladas como ECPs em comparacédo a de 17,0% de ECNSs, principalmente em
vacas com mastite subclinica, mostra o maior envolvimento de ECPs na
génese da mastite em vacas em producéo organica;

e Ceftiofur, oxacilina e sulfametoxazole/trimetoprim foram efetivos
em mais de 88,0% das linhagens de Staphylococcus sp. isoladas, podendo ser
considerados antimicrobianos de escolha no tratamento somente de casos
severos de mastite em vacas nas propriedades estudadas;

e Resisténcia mdltipla aos antimicrobianos foi observada nos
isolados, particularmente frente a farmacos amplamente utilizados no
tratamento de mastite em vacas, como penicilina e ampicilina, indicando a
necessidade de adocao de tratamento de afec¢cbes mamarias com o respaldo

do antibiograma e para o uso racional de antimicrobianos em vacas;
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e O gene mecA foi observado em 13,79% das estirpes isoladas,
mostrando que o leite cru de vacas em sistema organico de producédo podem
ser considerados vias de transmissdo de MRS para os humanos;

e N&o foi encontrada nas linhagens a presenca do gene tsst-1,
revelando que, provavelmente, vacas em sistema organico de producao sao de
baixo risco para a transmisséo de estirpes produtoras deste tipo de toxina;

e A presenca dos genes codificadores das enterotoxinas A, B, C e
D nas linhagens de Staphylococcus spp. isoladas alerta para os riscos em
saude publica de toxi-infeccbes alimentares pelo consumo humano de leite

produzido em sistema organico.
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9. TRABALHO CIENTIFICO
9.1 Normas da Revista Arquivos do Instituto Biolégico

Revista Arquivos do Instituto Bioldgico

Normas Editoriais

A Revista Arquivos do Instituto Bioldgico aceita, para submissdo, artigos
originais de pesquisa cientifica em sanidade animal e vegetal voltados ao
agronegocio e suas implicacbes no agroambiente, incluindo nesse escopo a
qualidade e a seguranca alimentar. Aceita, também, artigos sobre pragas

sinantropicas. Todos os trabalhos devem se enquadrar nas normas redatoriais.

Os trabalhos enviados para publicacdo deverdo ser inéditos e destinados
exclusivamente a esta Revista. A matéria publicada sera de inteira
responsabilidade do(s) autor(es). Os trabalhos ndo aceitos para publicacdo seréo

comunicados aos autores pelo Comité Editorial.

O Comité Editorial farda analise dos trabalhos antes de submeté-los aos

Consultores Cientificos.

A publicagdo dos trabalhos dependerd da analise efetuada pelo Corpo de

Consultores Cientificos e da aprovacdo do Comité Editorial.
Os artigos serao publicados em ordem de aprovacéo.

Serdo considerados para publicacdo Artigos Cientificos e Comunicacdes

Cientificas. Artigos de Reviséo poderéo ser aceitos a critério do Comité Editorial.

A transcricdo parcial ou total de trabalhos dos "Arquivos do Instituto Bioldgico”

para outras revistas é permitida desde que citada a origem.

O original deve ser submetido apenas na forma eletrbnica através do e-
mail arquivos@biologico.sp.gov.br. O arquivo ndo devera exceder 2Mb. No e-
mail de encaminhamento devera constar nome por extenso, endere¢co completo

(Instituicdo/Universidade, Centro/Faculdade, Laboratério/Departamento,
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endereco postal), endereco eletronico e CPF de todos os autores.

Eventuais davidas podem ser encaminhadas ao editor da Revista "Arquivos do
Instituto Biologico”, Dra. Silvia Regina Galleti, Instituto Bioldgico - Av. Cons.
Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002, Sdo Paulo, SP - Fone: (11) 5087-1749 -
E-mail: arquivos@biologico.sp.qgov.br.

A verséo impresa da revista sera publicada exclusivamente em preto e branco.
N&o serdo fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis para consulta e

download gratuitos no site da revista www.biologico.sp.gov.br/arquivos.

A taxa para publicacdo na revista “Arquivos do Instituto Biolégico” é de R$ 25,00
(vinte e cinco reais) por pagina diagramada. Apés o aceite do trabalho,
comunicado pelo editor responsavel, os autores deverdo efetuar o depdsito do
valor correspondente a publicacdo em nome da Fundacdo de Desenvolvimento
da Pesquisa do Agronegdécio - FUNDEPAG (CNPJ 50.276.237/0001-78) (Banco
do Brasil (001), Agéncia 1199-1, Conta Corrente 30.200-7 ou Banco Banespa
(033), Agéncia 0637, Conta Corrente 13-001316-9). Enviar comprovante de
depdsito, via carta, fax ou e-mail, mencionando o nimero do trabalho, para o
seguinte endereco: Revista Arquivos do Instituto Bioldgico. Instituto Bioldgico -
Av. Cons. Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002, Sdo Paulo, SP — Fone: (11)
5087-1749 / Fax: (11) 5087-1790 — E-mail:arquivos@biologico.sp.gov.br

Forma de apresentacdo: os trabalhos deverdo ser digitados em Word 97 ou
versao superior, pagina A4, com margens de 2,5 cm, fonte Times New Roman,
tamanho 12, espaco duplo e paginas numeradas em sequéncia. As linhas
deverdo ser numeradas de forma continua, utilizando a ferramenta Layout em
Configurar Pagina. O maximo de paginas sera 25 para artigos de revisdo, 20
para artigos cientificos e 10 para comunicacao cientifica, incluindo tabelas e

figuras.

Artigo de revisdo: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es),
endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo em

portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, texto sem
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subdivisdes e referéncias.

Artigo cientifico: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es),
endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo em
portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, introducéo,
material e métodos, resultados, discussdo, conclusdes, agradecimentos e

referéncias.

Comunicacao cientifica: compreenderd os seguintes itens: titulo, nome do(s)
autor(es), endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores,
resumo em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, texto

sem subdivisdes e referéncias.

Quando o trabalho envolver estudos em animais de experimentagcdo e/ou
organismos geneticamente modificados, incluir o numero do processo no
trabalho e encaminhar uma copia da aprovacao fornecida pelo respectivo Comité

responsavel da Instituicdo de origem do primeiro autor.

Idioma: o trabalho podera ser redigido em portugués, espanhol ou inglés.
Quando escrito em portugués, o resumo devera ter uma versao em inglés. No
caso de artigo escrito em inglés ou espanhol devera ter um resumo em inglés ou

espanhol e outro em portugués.

Titulo: embora breve, deverd indicar com precisdo o assunto tratado no artigo,

focalizando bem a sua finalidade principal.

Endereco(s) do(s) autor(es): abaixo do(s) nhome(s) do(s) autor(es), com chamada
numeérica. Descrever endereco postal (Instituicdo/Universidade,
Centro/Faculdade, Laboratério/Departamento, estado, pais) e eletrénico do autor
principal. No rodapé da primeira lauda descrever somente a Instituicdo e

Departamento dos demais autores.

Resumo: devera apresentar concisamente o objetivo do trabalho, material e

métodos e conclusdes, em um unico paragrafo. Nao ultrapassar 250 palavras.

Palavras-chave: abaixo do resumo e separado por um espaco, citar no maximo
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cinco palavras-chave, separadas por virgula. Evitar termos que aparecam no

titulo.

Abstract: apresentar uma traducdo para o inglés, do titulo do trabalho e do
resumo. A seguir, relacionar também em inglés (ou espanhol) as mesmas
palavras-chave (key words, palabras-clave) ja citadas. Nao ultrapassar 250

palavras.

Introducao: descrever a natureza e o objetivo do trabalho, sua relacdo com
outras pesquisas no contexto do conhecimento existente e a justificativa da

pesquisa feita.

Material e Métodos: apresentar descricdo breve, porém suficiente para permitir
uma repeticdo do trabalho. Técnicas e processos ja publicados, exceto quando
modificados, deverdo ser apenas citados. Nomes cientificos de espécies, bem
como drogas, deverdo ser citados de acordo com regras e padroes

internacionais.

Resultados: apresenta-los acompanhado de tabelas e/ou figuras, quando

necessario. As tabelas e figuras devem ser inseridas apos as referéncias.

Discussdao: discutir os resultados obtidos comparando-os com os de outros
trabalhos publicados (resultados e discussao poderdo fazer parte de um unico

item).

Tabelas e Figuras: incluir titulo claro e conciso que possibilite o seu entendimento
sem consultas ao texto. As tabelas ndo deverao conter linhas verticais. No texto,
use a palavra abreviada (ex.: Fig. 3). As figuras devem estar no formato jpg
(fotos) ou gif (gréficos e esquemas) e com tamanho inferior a 500 Kb. As figuras
originais ou com maior resolucdo poderdo ser solicitadas apdés o aceite. Devem
ser enviadas em arquivos individuais e nomeadas de acordo com o numero da

figura. Exemplos: Figl.qgif, Fig2.jpg.

Conclusfes: serdo citadas em ordem de importancia. Poderédo constituir um item

a parte ou serem incluidas na discussao.
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Agradecimentos: poderdo ser incluidos a pessoas ou instituicdes.

Referéncias e citagbes no texto: citagbes no texto e referéncias estao
diretamente vinculadas. Todos os autores citados devem figurar nas referéncias,
excecdo para informacdes obtidas por canais informais que deverdo ser citadas
apenas no texto: (JUNQUEIRA, comunicacdo pessoal), (JUNQUEIRA,
informacgao verbal). A referéncia no texto deve seguir o sistema sobrenome do
autor e ano de publicacdo e devera estar em caixa alta reduzida ou versalete, tal
como: 1 autor -ALLAN (1979) ou (ALLAN, 1979); 2 autores -—
LOPES; MACEDO (1982) ou (LOPES;MACEDO, 1982); mais de 2 autores -
BESSE et al. (1990) ou (BESSE et al., 1990); coincidéncias de autoria e ano de
publicacdo - (CURI, 1998a), (CURI, 1998b) ou (CURI, 1998a, 1998b). Nas
referéncias seguir as recomendacdes da Norma NBR 6023/2002, da Associacéo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT); as referéncias deverdo estar em ordem
alfabética de primeiro autor e serem apresentadas em folha a parte. A exatidao

dos dados nas referéncias € da responsabilidade dos autores.
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9.2 Comprovante de submissao

Prezado Autor,

Comunicamos o recebimento do trabalho "Indicadores de
qualidade do leite bovino organico em duas propriedades leiteiras certificadas
do Estado de S&o Paulo” de autoria de Amanda Keller Siqueira[1]’, Tatiana
Salerno’, Gustavo Henrique Batista Lara’, Larissa Anuska Zeni Condas?,
Fernando José Paganini Listoni®, Antonio Carlos Paes*, Aristeu Vieira da Silva®,
Domingos da Silva Leite® e Marcio Garcia Ribeiro que sera submetido ao
Conselho Cientifico da revista Arquivos do Instituto Biologico.

Informamos que seu trabalho recebeu o numero Arg. 010/11.
Qualquer esclarecimento que desejar solicitar favor informar este nimero.

Para ciéncia dos autores, informamos que o tramite (da entrada
ao aceite) de um manuscrito nesta revista estd demandando uma meédia de 12

meses.
Atenciosamente,

Silvia R. Galleti
Editor Chefe
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9.3 Artigo

Indicadores de qualidade do leite bovino organico em duas propriedades leiteiras

certificadas do Estado de Sao Paulo

Quality indicators of organic bovine milk in two certified dairy herds in Sdo Paulo state,

Brazil

Amanda Keller Siqueira®, Tatiana Salerno’, Gustavo Henrique Batista Lara , Larissa
Anuska Zeni Condas?, Fernando José Paganini Listoni®, Antonio Carlos Paes®, Aristeu

Vieirada Silva’, Domingos da Silva Leite® e Marcio Garcia Ribeiro*

'Departamento de Higiene Veterinéria e Salide Piblica, Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia
(FMVZ), Universidade Estadua Paulista “ Jilio de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu, SP, 18618-970,

Brasil. E-mail: kellersiqueira@hotmail.com.

RESUMO
O presente estudo avaliou a composi¢do quimica, a contagem bacteriana total, o
nivel de celularidade e presenca de residuos no leite de duas pequenas propriedades em

sistema organico de producdo do interior do estado S& Paulo com base na IN 051-

" Doutorandos do Programa de P6s Graduaco em Medicina Veterindria da Universidade Estadual
Paulista, FMVZ/UNESP, Botucatu, SP.

2 Mestranda do Programa de P6s Graduag&o em Medicina Veterinéria da Universidade Estadual Paulista,
FMVZ/UNESP, Botucatu, SP.

3 Técnico do Laboratério de Microbiologia do Servico de Diagnéstico Microbiol gico, FMVZ/UNESP,
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MAPA. As amostras de leite foram obtidas mensalmente, por 12 meses, entre setembro
de 2008 e agosto de 2009. O leite da Propriedade | apresentou média de CCS de
7,13x10° cd/mL e o da Propriedade I 3,27x10° cdls/mL. As médias das CBTs foram,
respectivamente, 7,80x10° célmL na Propriedade | e 6,15x10° cellYmL na
Propriedade 11. A propriedade | apresentou como média de gordura 3,10% nos 12 meses
avaliados, enquanto a Propriedade 11 apresentou 3,44%. Em um ano de avaliagdo, a
Propriedade | apresentou 3,26% de média de proteina e a Propriedade |1 3,39%. O leite
organico revelou 4,54% de média de lactose na Propriedade | e 4,50% na Propriedade
I1. A presenca de residuos foi detectada em seis amostras (6,97%) da Propriedade | e em
16 (9,24%) da Propriedade Il. O presente estudo mostrou boa qualidade do leite

organico produzido nas duas pequenas propriedades rurais avaliadas.

Palavras chave: Leite orgéanico, qualidade do leite, rebanhos leiteiros, mastite, residuos

de antimicrobianos.

ABSTRACT

This study evaluated the chemical composition, total bacterial count, the degree
of cellularity and presence of residues in milk from two small farms in organic
production system in the state of S&o Paulo based in NI 051-MAPA. Milk samples were
obtained monthly for 12 months, between September 2008 and August of 2009. The
milk of the Property | had the mean of CCS 7.13x10° cells'mL and the Property Il had
3.27x10° cellsmL. The average of CBT were, respectively, 7.80x10° cellsmL in the
Property | and 6.15x10° cells'mL in Property 1. The Property | presented as an average
of 3.10% fat in 12 months, while the Property Il was 3.44%. In ayear of assessment, the

Property | had 3.26% of average protein and Property 11 3.39%. Organic milk revealed a
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mean of 4.54% of lactose in the Property | and 4.50% in the Property 11. The residues
were detected in six samples (6.97%) of the Property | and 16 (9.24%) of Property
[1. The present study showed good quality of organic milk produced in two small rural

properties evaluated.

Key words: Organic milk, milk quality, dairy herds, mastitis, drug residues.

INTRODUCAO

A producéo e o consumo de leite e derivados vém crescendo exponencia mente no
Brasil. Desde 2004 o pais assumiu a posi¢ao de exportador de leite (PONCHIO et al.,
2005). Simultaneamente aumenta a necessidade de maior rendimento industrial e,
principalmente, aumentam as exigéncias dos consumidores em relacdo a seguranca e
qualidade do leite e seus derivados.

A Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagdo (FAO)
registrou que em 2006 o Brasil ocupava a sexta posicdo mundial na producéo leiteira,
superado somente pelos EUA, india, China, Rissia e Alemanha. No ano de 2004, o
mundo produziu 515,8 bilhGes de litros de leite, dos quais 70% foram produzidos na
Europa e Américas (ZOCCAL, 2004). Em 2005 foram produzidos cerca de 25 bilhfes
de litros de leite no Brasil. A regido Sudeste ocupou o primeiro lugar, 0 que
correspondeu a 9,7 bilhGes de litros de leite, aproximadamente 38% da producdo
naciona (IBGE, 2006). Em 2009, aproximadamente 28,8 bilhdes de litros de |eite foram
produzidos no pais e as estimativas apontam para a producdo de 30,2 bilhdes de litros
para 2010 (USDA, 2009). Nos ultimos 25 anos, a producdo nacional de leite aumentou
119%, passando de 10,2 bilhdes de litros em 1979 para 22,3 bilhdes em 2003 (BRASIL,

2005).
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Neste contexto tem-se notado incremento significativo na procura por produtos e
subprodutos de origem animal produzidos no sistema organico. Acredita-se que o Brasil
pode se tornar 0 maior exportador de produtos organicos do mundo (CAMPIOLO,;
SILVA, 2006; POLIDORO, 2006), pois existem cerca de 90 milhdes de hectares
agriculturavels no pais, além de propriedades convencionais que migram para organicas
de maneira acentuada (FONSECA, 2008).

A Federagdo Internacional dos Movimentos de Agricultura Organica (IFOAM)
descreveu que em 2006 o Brasil possuia 887.637 hectares destinados a producédo de
organicos (IFOAM, 2006). Em 2007, as terras destinadas a agricultura organica
praticamente dobraram, passando para mais de 1,7 milhdes de hectares (IFOAM, 2009).
Os principais estados detentores de propriedades orgéanicas séo Rio Grande do Sul,
Parand e S80 Paulo, com cerca de 15.000 produtores certificados, 90% dos quais
considerados de pequeno porte ou de exploracdo familiar (BRASIL, 2007). Dados
divulgados no relatorio da IFOAM em 2009, revelaram que a Ameérica L atina aumentou
de 4.986.751 hectares sob manejo organico para 6.402.875 em 2007, principalmente
devido ao aumento da exploracdo brasileira.

Apesar de possuir a segunda maior extensdo de terras reservadas para a agricultura
organica, a producdo de leite orgéanico no Brasil € irrisdria, ndo atingindo 0,1% da
producdo nacional (WILLER; YUSSEFI, 2003). Estima-se que o Brasl produza
somente cerca de seis milhdes de litrosano. Assume-se que para atender a demanda
brasileira seria necessaria a producéo de 600 milhdes de litrosano. Em contraste, na
Dinamarca, o leite organico representa cerca de 20% do consumo nacional (ARVE,
1999).

Em 18 de dezembro de 2008, o MAPA sancionou a IN 064 e aprovou o

Regulamento Técnico para os Sistemas Organicos de Producdo Animal e Vegetal, além
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das Listas de Substancias Permitidas para Uso nos Sistemas Organicos e o Regulamento
Técnico sobre o Extrativismo Sustentavel Organico. Desta forma, a producéo organica
nacional passa a ter critérios para a exploracdo da propriedade rural desde a producéo
até a comercializacdo, dando grande impulso ao setor, visto que a regulamentacdo e a
criacdo de sistema de avaliagdo propiciam maior garantia aos consumidores e aumenta a
credibilidade do produto (BRASIL, 2008).

Em anos recentes, diversas razdes sdo apontadas para 0 aumento da procura de
produtos organicos, incluindo a preocupagdo com 0 meio ambiente, com 0 uso de
pesticidas e com sistemas de criacdo que atendam as exigéncias de bem-estar animal, ou
a percepcéo de que os alimentos organicos S80 seguros e mais nutritivos quando
comparados com alimentos produzidos no sistema convencional. Muitos segmentos da
populacdo tém despertado maior interesse na salde, o que aumenta a demanda por
alimentos mais “naturais’ e com menor intervencéo dos humanos na cadeia produtiva
(ORMOND et al., 2002; CASTRO et a., 2008). Assim, a agropecuaria organica se
apresenta como um novo modelo de producéo de leite e derivados, aicercada na
sustentabilidade das propriedades rurais (FELICONIO, 2008).

Em virtude do aumento da procura por aimentos organicos, do consequente
acréscimo na producéo de leite organico no pais e da escassez de estudos voltados a
qualidade do produto comercializado, o presente estudo pretende avaliar a composi¢éo
quimica, a celularidade e a presenca de residuos de antimicrobianos de leite bovino
produzido em propriedades certificadas como organicas localizadas no interior do

estado de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS
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O estudo foi conduzido ao longo de 12 meses (12 colheitas) em duas
propriedades de exploracéo leiteira, certificadas como organicas, localizadas no interior
do estado de S&o Paulo. As propriedades possuiam entre 10 e 45 animais em lactacéo,
em regime de duas ordenhas mecanicas diarias do tipo “balde ao pé&’, com utilizacdo de
mé&o de obrafamiliar.

Foram colhidas amostras de leite de 178 animais (259 tetos), apos antissepsia dos
tetos com acool 70%. Destes, 127 tetos com mastite subclinica ou clinica e 132
negativos, além de 63 amostras dos latBes. O diagnostico da mastite clinica foi baseado
em alteragdes macroscopicas do leite (sangue, grumos, pus) na prova da caneca telada
de fundo escuro e na presenca de inflamagéo na glandula mamaria (RADOSTITS et d.,
2007). A mastite subclinica foi diagnosticada utilizando o teste cléssico de California
Masitis Test (CMT) (SCHALM et al., 1971). Os quartos mamérios que apresentaram
escores 2+ ou 3+ no CMT foram considerados com mastite subclinica.

As amostras para CCS e composi¢ao quimica do leite foram colhidas em frascos
contendo o conservante celular bronopol. As amostras para CBT receberam em adicdo
ao leite, quatro gotas do conservante azidiol. Adicionalmente foram colhidas amostras
de leite de todos os animais e latdes, em tubos de 15 mL, para a pesguisa de residuos de
antimicrobianos.

O Laboratério de Controle da Qualidade do Leite, ESALQ-USP/Piracicaba, SP,
realizou a avaliagdo da composicdo quimica (gordura, proteina, lactose, extrato seco
total e extrato seco desengordurado), quantificagcéo da CCS e CBT das amostras de leite
colhidas.

A deteccdo de residuos foi realizada com o kit comercial Delvotest™ (DSM Food

Specidties Dairy Ingredients, The Netherlands), conforme as recomendacdes do
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fabricante, no Servico de Diagnéstico de Mastite em Animais, FMVZ-

UNESP/Botucatu, SP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A mastite clinicafoi observada em apenas dois animais (um de cada propriedade)
correspondendo a aproximadamente 1,1% dos 178 animais avaliados. Ja a forma
subclinicafoi diagnosticada em 34,8% dos animais. De maneirasimilar, RIBEIRO et al.
(2009) encontraram ao redor de 1,3% de animais avaliados provenientes de quatro
propriedades leiteiras certificadas como organicas do interior do estado de S&o Paulo,
apresentando mastite clinica e 49,3% com mastite subclinica. ELLIS et al. (2007)
também observaram baixas taxas de mastite clinica nos rebanhos organicos na
Inglaterra, aproximadamente 3,5% das vacas. Em contraste, WELLER; BOWLING
(2000), também na Inglaterra, ao avaliarem 10 rebanhos organicos encontraram 34,7%
de prevaléncia da mastite clinica. Os achados do presente estudo revelaram maior
ocorréncia da mastite subclinica, de maneira similar as propriedades convencionais, fato
que pode ser justificado pelo predominio de micro-organismos contagiosos nas
infeccdes mamarias em vacas nos sistemas de criacdo organico e convencional,
intimamente relacionados ao estabel ecimento de infecgdes subclinicas (RIBEIRO et d.,
2009).

Segundo a Normativa 051 (BRASIL, 2002) o leite de qualidade para o
consumidor deve conter no minimo 3% de gordura, 8,4% de sblidos desengordurados e
2,9% de protefna CCS e CBT ndo podem ultrapassar 7,5 x 10° célulasmL. Os
resultados de CCS, composi¢ao e CBT dos |atdes estéo apresentados na Tab. 1.

FERNANDEZ et a. (2009) avaliaram o leite ecolégico produzido em unidade de

producdo do Rio Grande do Sul e verificaram 3,14% de gordura, 9,3% de solidos

Siqueira, A.K., 2011.



146

desengordurados e 3,19% de proteina, valores muito semelhantes aos encontrados nas
duas propriedades amostradas do interior do estado de S&0 Paulo. As peguenas
variagdes na composicdo podem ser reflexo de diferencas raciais, fase de lactacdo dos
animais, idade, além de condicdes de manegjo, principalmente nutricional (COMERON
et a., 2005). Porém, no mesmo estudo os pesguisadores encontraram média de CCS
acima de 1,2 x 10° c8lulas/mL, valor superior aos 7,13 x 10° obtidos na Propriedade | e
3,2 x 10° c8ulas/mL da Propriedade || amostradas no presente estudo.

RIBEIRO et al. (2009) e LANGONI et al. (2009) investigaram as contagens
celulares de leite proveniente de propriedades orgéanicas no Brasil e observaram valores
inferiores a 4,0 x 10° célulasymL em animais com ou sem mastite. Estes achados est&o
em consonancia com o observado na Propriedade |1 desta pesquisa. No intuito de
mensurar parametros de qualidade do leite organico e convencional produzidos no
interior de S& Paulo, CAMPOS (2004) encontrou, respectivamente, 1,7 x 10°
célulassmL e 3,4 x 10° células/mL. De acordo com os pardmetros estabelecidos na IN
051 (Brasil 2002), que atualmente aceita na plataforma o leite com até 7,5 x 10°
células/mL, o leite organico avaliado no presente estudo seria considerado impréprio
para 0 consumo.

Na Suica, ROESCH et al. (2007) encontraram média de 4,0 x 10* células/mL de
CCS em propriedades de leite organico. ELLIS et a. (2007) encontraram
aproximadamente 2,0 x 10° céulamL em fazendas orgadnicas da Inglaterra No
entanto, na Suécia, HAMILTON et al. (2006) constataram valores de CCS variando
entre 8,3 x 10* célulasmL e 2,8 x 10° célulasymL. Ao compararem a composicéo de
leite cru de propriedades organicas certificadas e convencionais da Suécia TOLEDO et
al. (2002) demonstraram ndo haver diferengas estatisticas entre a qualidade do leite

produzido nos dois sistemas. Observaram médias de 3,37% de proteina, 4,34% de
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gordura, 4,80% de |actose e CCS de 2,3x10° células/mL para ambos os tipos de |eite “in
natura’.

MACHADO et a. (2000) pesguisaram a composicdo do leite de tanques de
rebanhos brasileiros convencionais a partir de amostras recebidas entre 1996 e 1998 no
Laboratério de Fisiologia da Lactacdo da ESALQ-USP. As médias de gordura, proteina
e lactose foram, respectivamente, 3,61%, 3,20% e 4,51%. As contagens celulares
revelaram média de 5,0 x 10° células/mL. Estes achados mostraram que, organica ou
convencional, a composi¢cdo quimica do leite bovino e as médias da CCS sdo
semel hantes em diversos paises, incluindo o Brasil.

A ocorréncia de madtite também pode ser verificada pela CBT, parametro
utilizado para mensurar a contagem de unidades formadoras de colénias de patdgenos
no leite. De acordo com a IN 051, aceitam-se atualmente até 7,5 x 10° UFC/mL
(BRASIL, 2002). O presente estudo encontrou média acima do permitido na
Propriedade | (7,8 x 10° UFC/mL), assim como vaores acima do permitido em
diferentes meses do ano, principalmente setembro, outubro e novembro de 2008 e abril
de 2009, acima de 1,0 x 10° UFC/mL. A Propriedade || manteve-se com médias e
valores individuais mensais dentro dos parametros de qualidade. LANGONI et al.
(2009), em duas dentre trés propriedades organicas avaliadas no interior do estado de
S50 Paulo, encontraram 8,5 x 10° UFC/mL e 1,5 x 10° UFC/mL, valores semelhantes
aos evidenciados no presente estudo e também acima do permitido pela IN 051. Este
achado indica que ha a necessidade das propriedades que produzem leite orgéanico
investirem em ag0es que reduzam a CBT, geralmente alcangada com investimento no
controle da mastite e, principalmente, em boas préticas na ordenha higiénica do leite.

A partir das amostras de leite de animais e de latbes das Propriedades | e |l foi

investigada a presenca de residuos de antimicrobianos. Foram detectados residuos em

Siqueira, A.K., 2011.



148

6,97% amostras de leite da Propriedade | e em 9,24% da Propriedade I1. Destas, 3,48%
da Propriedade | e 7,51% da Propriedade 11 foram provenientes de animais e o restante
de latdes. No Brasil, RIBEIRO et al. (2009) encontraram somente quatro (2,7%)
amostras de leite com residuos, provenientes de leite de bovinos criados em sistema
organico no interior do estado de S&o Paulo.

NASCIMENTO et a. (2001) encontraram residuos de antimicrobianos em 50%
dentre 96 amostras de leite convencional comercializado em Piracicaba, SP, das quais
34,8% positivas para -lactdmicos. Em Salvador, BARROS et a. (2001) encontraram
38,5% das amostras de leite pasteurizado convencional tipo C contendo residuos de
antimicrobianos. No entanto, ALMEIDA et a. (2003) ao investigarem o leite de 158
propriedades rurais convencionais de Uberlandia, MG, detectaram residuos de B-
lactdmicos em somente 1,89% das amostras. TETZNER et a. (2005) no Triangulo
Mineiro, detectaram residuos em 33,3% das amostras de leite convencional. NERO et
al. (2007) observaram residuos em 11,4% das amostras de leite colhidas em quatro
regioes leiteiras do Brasil.

A detecgdo de residuos esta em desacordo com as normas instituidas pelas IN 051
e IN 064 do MAPA (BRASIL 2002, 2008) que proibem a presenca de qualquer residuo

de antimicrobiano em leite produzido em sistema convencional ou organico.

CONCLUSOES

A composicdo e os niveis celulares dentro dos limites estabelecidos no Brasil
revelaram boa qualidade do leite organico produzido nas propriedades amostradas. Em
contraste, a presenca de amostras positivas para residuos na linha de ordenha indica

falha nos preceitos de producdo organica e revelariscos para a saide publica.
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Tabela 1. Resultado mensal dos valores de CCS, CBT e composi¢do quimica de

amostras de leite organico bovino colhidas dos lates de duas propriedades rurais

do interior do estado de Sado Paulo. Botucatu, 2011

- Gordura Proteina Lactose ST ESD
MES — CCS CBT  ofmm)  ©@mim)  @mim)  (%mim) (% mim)
Se08 399,66 1033,00 3,36 3,08 4,65 12,03 8,66
Ow/08 670,00  2727.50 3,13 3,18 4,47 11,74 8,60
Nov/08 35200 166500 3.48 2.90 456 11.97 8,49
_ Dez/08 69300 47,00 3,85 2.98 452 12.29 8,44
& 0o 22700 34800 2.85 3,08 453 1146 8,61
£  Fev/09 120300 18250 2.39 3.35 458 11.31 8,92
S Ma/09 93800 33300 3,30 3.47 452 12.26 8,96
S AbI09 247200  2579,00 341 3.93 437 12.70 9,29
Mai/09 53800 37300 2,09 34 456 11.00 8,01
an09 20900 2570 3,18 327 4,56 11.90 8.73
W09 44100 2430 3,52 3.2 4,61 12,34 8,82
Agol09 42070 2530 2.70 3,32 4,61 11.65 8,95
Média ; 71361 780,27 3,10 3,26 454 11,88 8.78
Mediana - 533,00 348,00 3,30 3.22 456 11,97 8.73
- Gordura Proteina Lactose ST ESD
MES — CCS  CBT  opmm)  ©@mim)  @mim)  (@%mim) (% mm)
S0 28475 47,25 3,38 3,36 4,52 12,26 8,88
Ow/08 25033 199,66 3,38 3.45 452 12,32 8,04
Nov/08 27133 3133 3.26 341 457 1222 8,96
_  Ded08 23275 5175 3,56 3,46 455 1252 8,96
g Uy 27300 5300 3,51 3,46 4,48 12,39 8,88
®  Fevioo 61366 9366 2.98 3.33 4,45 11.70 8.71
£ Mal9 28200 10075 3.85 343 443 12,67 8,82
S Abri0y 29100 2670 3,66 3.48 4.47 1255 8.89
Mai/09 56250 14,50 3.28 3,27 4.44 11.92 8,64
/09 20567 69,70 3.90 3.23 453 12.64 8.74
/09 397.00 2550 3.48 3,56 4,49 1251 9,03
Agol09 27100 2525 3,08 335 456 12.00 8,90
Média § 32791 6158 344 3,39 4,50 12,30 8,86
Mediana - 28200 5175 348 343 4,49 12,39 8,88

* CCS = Contagem de Céulas Sométicas x 10° céls/mL; CBT = Contagem Bacteriana
Total x 10®° UFC/mL; ST = Teor de Sélidos Totais; ESD = Teor de Extrato Seco
Desengordurado.

Siqueira, A.K., 2011.
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