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SALERNO, T. Avaliagao microbiolégica, fisico-quimica e deteccao de
residuos de antimicrobianos em leite humano, bovino e caprino, e pesquisa
de toxinas em linhagens de Staphylococcus spp. Botucatu, 2011. 211p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O presente estudo avaliou a qualidade microbioldgica, as caracteristicas fisico-
quimicas e a presenga de residuos de antimicrobianos em leite de mulheres,
vacas e cabras, bem como investigou a multirresisténcia bacteriana a
antimicrobianos e a deteccdo de genes e produgao de toxinas em linhagens de
Staphylococcus spp. Foram colhidas 240 amostras de leite de mulheres
encaminhadas ao Banco de Leite Humano (BLH) de Botucatu, SP, 200 amostras
de leite de vacas com mastite e 200 de vacas sem mastite. Iguais quantidades de
amostras de leite foram colhidas de cabras com e sem mastite. Dentre os tetos
amostrados de vacas e cabras com mastite, 85,50% e 97,50% respectivamente
acusaram mastite subclinica no CMT. A mastite clinica foi observada em 14,50%
dos tetos de vacas e 2,50% dos tetos de cabras amostrados. A presenca de
micro-organismos em leite de vacas e cabras sem mastite foi verificada em cerca
de 25,00% das amostras de leite testadas, alertando para a presencga de animais
portadores de patégenos no rebanho. A acidez dornic do leite de mulheres revelou
que 95,42% encontraram-se dentro dos limites aceitaveis pela Rede Nacional de
BLH. O aporte caldrico do leite humano (LH) apresentou ampla variagdo nos
teores de creme, gordura e valor energético. A acidez dornic do leite de vacas e
cabras com e sem mastite apresentaram ampla variagdo indicando que outros
fatores, além da contaminacdo microbiana do leite, podem interferir nos indices de
acidez titulavel. Staphylococcus spp. e Enterobacter spp. foram os isolados mais
frequentes em amostras de LH. Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e
Corynebacterium bovis foram os micro-organismos mais comumente isolados em

leite de vacas com e sem mastite. Nas amostras de leite de cabras com e sem
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mastite Staphylococcus spp. foi o micro-organismo com maior numero de
isolamentos. Amoxacilina com &cido clavulanico e farmacos pertencentes ao
grupo das cefalosporinas foram os mais efetivos frente as linhagens isoladas de
leite humano, bovino e caprino. A multirresisténcia antimicrobiana a cinco ou mais
farmacos foi observada em 66,24% dos isolados de LH, e em mais de 40,00% e
66,00% dos isolados de leite de vacas e cabras, respectivamente. A presenga de
residuo de antimicrobianos foi verificada em 85,00% das amostras de LH, 28,50%
e 24,00% de amostras de leite de vacas com e sem mastite e 21,00% e 11,50%
das amostras de leite de cabras com e sem mastite respectivamente. Dentre os
estafilococos coagulase positivos (ECP) e negativos (ECN) avaliados, o gene
mecA foi detectado em 53,33% dos ECP e 75,00% dos ECN isolados de LH, em
40,00% e 14,28% dos ECN isolados de vacas com e sem mastite, em 6,25% dos
ECP de cabras com mastite e em 35,00% e 75,00% dos ECN de cabras com e
sem mastite respectivamente. Os genes sea, seb e sec foram detectados em
linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite de mulheres, de vacas e
cabras. O gene tsst-1 foi observado em apenas duas linhagens ECP isoladas de
LH e uma de leite de cabra. Foi observada a producao de toxinas estafilococicas
A, B, C e TSST-1 em isolados de leite humano e de cabras. Apenas uma linhagem
de ECN isolada de vacas sem mastite produziu a enterotoxina C. A presencga de
micro-organismos multirresistentes aos antimicrobianos e linhagens de
Staphylococcus spp. detentoras de genes para resisténcia a meticilina e
produtores de toxinas em isolados de leite humano, bovino e caprino, reforca a
preocupacdo com o0s riscos de transmissdo de bactérias multirresistentes e

responsaveis por toxinfecgdes alimentares, especialmente em neonatos e idosos.

Palavras chave: Leite bovino, leite caprino, leite humano, qualidade do leite,

resisténcia microbiana, Staphylococcus spp., Toxina bacteriana.
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SALERNO, T. Microbiological evaluation, physicist-chemistries and detection
of antimicrobials residues in human, bovine and caprine milk, and toxin
research in Staphylococcus spp. strains. Botucatu, 2011. 211p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The present study evaluated the microbiological quality, the characteristics
physicist-chemistries and the presence of antimicrobials residues in milk of women,
cows and goats, as well as investigated the bacterial multidrug resistance and the
detection of genes and/or toxin production in Staphylococcus spp. strains. Was
collected 240 milk samples from women referred to the Human Milk Bank (HMB) in
Botucatu, 200 milk samples from cows with mastitis and 200 cows without mastitis.
Equal amounts of milk samples were collected from goats with and without
mastitis. Among the sampled cows and goats teats with mastitis, 85.50% and
97.50% respectively accused subclinical mastitis on CMT. Clinical mastitis was
observed in 14.50% of cows teats and 2.50% of the sampled goats teats. The
presence of microorganisms in milk from cows and goats without mastitis was
found in about 25.00% of the milk samples tested, warning of the presence of
pathogens from animals in the herd. Dornic acidity of woman’s milk revealed that
95.42% were within acceptable limits by the National Network of HMB. Calorie
intake of human milk (HM) showed wide variation in the amounts of cream, fat and
energy value. Dornic acidity of cows and goats milk with and without mastitis
showed wide variation indicating that other factors in addition to microbial
contamination of milk can interfere with acidity indices. Staphylococcus spp. and
Enterobacter spp. were the most frequently isolated in samples of human milk.
Streptococcus spp., Staphylococcus spp. and Corynebacterium bovis were the
microorganisms most commonly isolated in milk cows with and without mastitis. In
milk samples from goats with and without mastitis Staphylococcus spp. was the

microorganism with greater isolation. Amoxicillin with clavulanic acid and drugs
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belonging to the cephalosporins group were more effective against the strains
isolated from human, cow and goat milk. The antimicrobial multiresistance to five
or more drugs was observed in 66.24% of the isolates of human milk, and more
than 40.00% and 66.00% of isolates from cows and goats milk, respectively. The
presence of antimicrobial residues was found in 85.00% of human milk samples,
28.50% and 24.00% of milk samples from cows with and without mastitis and
21.00% and 11.50% of samples milk from goats with and without mastitis
respectively. Among the coagulase-positive staphylococci (CPS) and coagulase-
negative staphylococci (CNS) evaluated, the mecA gene was detected in 53.33%
of CPS and 75.00% of the CNS isolated from HM, at 40.00% and 14.28% of the
CNS isolated from cows with and without mastitis, at 6.25% of CPS of goats with
mastitis and at 35.00% and 75.00% of the CNS of goats with and without mastitis
respectively. The genes sea, seb and sec were detected in strains of
Staphylococcus spp. isolated from women, cows and goats milk. The tsst-1 gene
was observed in only two strains isolated from CPS of human milk and one of goat
milk. Was observed the production of staphylococcal toxins A, B, C and TSST-1
isolates in human and goat milk. Only one strain of CNS isolated from cows without
mastitis produced enterotoxin C. The presence of multidrug-resistant
microorganisms and strains of Staphylococcus spp. holders of genes for methicillin
resistance and toxins producer in isolates of human, cow and goat milk, reinforcing
concern about the risks of transmission of multidrug-resistant bacterial responsible

for food poisoning, especially in neonates and the elderly.

Keywords: Bovine milk, caprine milk, human milk, milk quality, microbial

resistance, Staphylococcus spp., bacterial toxin
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1. INTRODUGAO

A Organizacdo Pan-Americana da Saude — OPAS (2003) define o leite
materno humano como a principal fonte nutricional e de defesa organica para
neonatos, recomendando-se a amamentagdo exclusiva até os primeiros seis
meses de vida, devendo ser estimulada até os dois anos de idade.

Além do valor nutritivo e imunolégico do leite, o aleitamento materno pode
ser destacado como importante elo afetivo entre mae e filho, capaz de
influenciar no equilibrio psiquico e emocional da crianga (OPAS, 2003).

Em 1943 foi inaugurado o primeiro Banco de Leite Humano — BLH no
Brasil. Atualmente, os BLHs s&o vinculados a hospitais maternos ou infantis e
responsaveis pela promocao e incentivo ao aleitamento materno e execucao de
colheita, processamento e controle da qualidade do colostro, leite de transicéo
e maduro, para posterior distribuicdo, sobre prescricdo de meédicos ou
nutricionistas. Desta forma, garantem a oferta do leite como primeira opcao de
alimento para prematuros, contribuindo com a prevencao de doengas neonatais
e reducado da mortalidade infantil (OPAS, 2003; ANVISA, 2007).

Apos o leite materno, o leite de vacas e cabras, bem como seus
derivados, possui papel fundamental na nutricdo de criangas, adultos e idosos
por possuir elevado teor protéico, mineral, vitaminico, além de carboidratos e
gorduras essenciais para o desenvolvimento e manutengdo da saude
(FONSECA e SANTOS, 2000). Ademais, o leite de cabras possui propriedades
hipoalergénicas podendo ser indicado, em casos especiais, a criangas e idosos
que possuam alergia as proteinas do leite de vacas (SCHANLER, 1995;
LAGUNA, 2010).

Além de fonte nutricional, o leite e seus derivados desempenham
relevante papel econdmico e social, geram renda e emprego a populagéo,
podendo ser considerado, portanto, um dos produtos mais importantes da
agropecuaria brasileira (CARVALHO et al., 2003).

A cadeia produtiva do leite bovino no Brasil vem sofrendo intensas
modificagdes estratégicas e estruturais desde a década de 90 (VEIGA et al.,
2005). Ao analisarmos os ultimos 20 anos da cadeia lactea nacional, podemos
observar que a produgao vem crescendo gradativamente e dobrou seu volume

de cerca de 14 bilhdes de litros em 1990, para 29 bilhdes de litros em 2009,
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ocupando atualmente a quinta posigao mundial em producgao leiteira, superado
apenas pelos EUA, india, China e Russia (ZOCCAL, 2011).

Diferentemente da bovinocultura, a produgao de leite de cabras no Brasil
pode ser considerada atividade recente se compararmos a outros paises, cuja
caprinocultura leiteira € uma atividade consolidada e dispbe de grande apoio
governamental (CORDEIRO e CORDEIRO, 2009).

Até o final da década de 80, ndo havia no Brasil comercializacao
legalizada de leite de cabras. O comércio era realizado informalmente, sem
controle sanitario e fiscal (CORDEIRO e CORDEIRO, 2009). Atualmente, esta
atividade encontra-se em franca expansao e vem conquistando o mercado de
forma crescente (LORENZONI, 2005), seja com a venda de leite fluido
pasteurizado, leite em pd e seus derivados como queijos e iogurtes
(CORDEIRO e CORDEIRO, 2009), ou devido as caracteristicas peculiares da
fracdo protéica e lipidica deste produto, que beneficiam consumidores,
especialmente criangas e idosos, que possuem alergias ou intolerancia ao leite
bovino (GONCALVES et al., 2001; PANDYA e GHODKE, 2007).

A caprinocultura é vista também como fonte sustentavel e com excelente
possibilidade de rentabilidade econdémica e estabilidade em certas areas
demograficas, principalmente nas regides semiaridas brasileiras, que
concentram mais de 90% do rebanho caprino nacional (DEBEUF, et al., 2004;
CORDEIRO e CORDEIRO, 2009).

De acordo com a FAO (Organizagdo das Nacgdes Unidas para a
Agricultura e Alimentagao), o Brasil produziu em 2009 cerca de 143 milhdes de
litros de leite de cabra (FAO, 2009), principalmente nos estados da Paraiba e
Rio Grande do Norte, considerados os maiores produtores de leite caprino do
pais (CORDEIRO e CORDEIRO, 2009). No entanto, embora a produgao de
leite bovino e caprino no pais esteja aumentando exponencialmente, ainda ha
déficits nas condi¢cdes higiénico-sanitarias na produgdo (GOTTARDI et al.,
2004).

O manejo inadequado dos animais pode levar a ocorréncia de processo
inflamatdrio glandular mamario, ocasionado por diversos micro-organismos que
irdo influenciar diretamente nas caracteristicas fisico-quimicas, composicao e

celularidade do leite (LANGONI et al., 2006) trazendo como consequéncia
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prejuizos financeiros ao criador devido a rejeicao do produto final (GOTTARDI
et al., 2008).

Diversos micro-organismos estdo envolvidos na génese de infecgbes
mamarias em animais de producdo, dos quais muitos também possuem
potencial zoondtico. O género Staphylococcus, particularmente S. aureus,
destaca-se como o principal grupo de patdgeno isolado de animais com mastite
(RADOSTITS et al., 2007). Este agente também tem sido isolado com elevada
frequéncia de amostras de leite de mulheres saudaveis ou com mastite
puerperal (LAWRENCE e LAWRENCE, 2007).

No Brasil, apesar da escassez de estatisticas oficiais sobre o assunto,
tem se atribuido elevada importancia as infecgdes ocasionadas pelo consumo
de leite cru e seus derivados contaminados por micro-organismos, uma vez
que cerca de 30% do leite consumido no pais é proveniente do mercado
informal, comercializado sem qualquer tratamento térmico ou inspecao
sanitaria (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004).

Desta forma, S. aureus assume grande preocupagao pelos profissionais
de saude, em virtude dos riscos da veiculagdo de toxinas aos humanos por
alimentos como leite e derivados (SALES et al., 2000; WINN JR., et al., 2008).
Recentemente, diversos pesquisadores tém enfatizado a importancia de
estafilococos coagulase-negativos (ECN) toxigénicos isolados de alimentos.
Assim, embora S. aureus seja o principal agente envolvido em intoxicagdes
alimentares, ha atualmente, grande preocupacédo da comunidade cientifica com
relacdo aos ECN, reconhecidos como patdégenos oportunistas em diversas
afec¢des em animais e humanos, aliado aos riscos de linhagens toxigénicas na
casuistica de toxinfeccao alimentar em humanos (CUNHA et al., 2006).

Neste contexto, sdo imprescindiveis estudos nacionais conduzidos na
investigacdo de parametros de qualidade do leite armazenado em BLHs
fornecido aos recém-nascidos. Igualmente, estudos continuados sé&o
necessarios com vistas a melhorar a producéo e qualidade do leite de vacas e
cabras, nos quais as boas praticas para obtencdo de ordenha higiénica,
particularmente no tocante a adogcdo de agdes de controle dos micro-
organismos causadores de mastite de origem contagiosa, refletem na melhora

da qualidade e inocuidade do produto final que sera destinado a populagao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Leite humano

Desde os tempos biblicos, o leite materno é considerado o alimento de
escolha para a nutrigao infantil. Registros datados de 100 anos antes de Cristo
demonstram a preocupag¢ao em descobrir um sucedaneo para este alimento
(SILVA, 1999).

No século XVIIl, a amamentacdo de neonatos foi desestimulada na
Europa, com o incremento das amas de leite (ALMEIDA, 2000). No Brasil,
antes da colonizacéo, o regime alimentar dos lactentes indigenas resumia-se
ao aleitamento direto do peito. Com a chegada dos portugueses, a figura da
ama de leite foi socialmente instituida nas familias brasileiras abastadas. Nesta
época, as escravas eram impostas a desmamar seus filhos em prol da
amamentacado de criangas brancas, surgindo a figura da méae-preta (SILVA,
1999; CARDOSO et al., 2005).

No século XIX, era pratica comum o aleitamento com amas de leite, fato
que gerou grande aumento da mortalidade infantil devido a ocorréncia de
infecgdes entéricas, respiratorias e desnutricdo, ocasionados pelo desmame
precoce de mulheres, geralmente de condicdo financeira precaria, que
abandonavam seus filhos em troca de renda como amas de leite (SHORT,
1997). Com o passar do tempo, as amas de leite comegcaram a ser
selecionadas de acordo com suas caracteristicas fisicas, comportamentais e
religiosas, pois se acreditava que estes atributos eram repassados aos
lactentes pelo leite.

Devido as restricdes impostas a selecao das amas-de-leite, a alimentacgao
de criangas passou a ser realizada com leite de vaca diluido, pois acreditava-se
que apresentaria menores riscos para a saude do neonato. Entretanto, o
modelo alimentar adotado comprometia o estado nutricional dos infantes,
devido principalmente a utilizagdo de utensilios inadequadamente higienizados
que, em conjunto com as condicbes sanitarias da época, resultava em
infeccdes e obito infantil (ALMEIDA, 2000).

Ja no final do século XIX e inicio do XX, a industrializacéo, a urbanizacao
e o trabalho externo da mulher, contribuiram com a queda acentuada da

amamentagdo, com graves repercussdes na saude dos lactentes (LO e
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KLEINMAN, 1996). Paralelamente, pesquisadores da area de saude
enfrentavam o grande desafio de adequar a nutricido de criancas dentro do
novo estilo de vida, valores culturais e do papel social da mae no mercado de
trabalho (GREINER, 1998).

Os avancgos cientificos com a descoberta da pasteurizagdo por Louis
Pasteur deram nova visao sobre a utilizacdo de leite de animais na dieta
infantil. Com a pasteurizagdo e refrigeragdo deste produto, o nivel de
contaminagao bacteriana diminuiu, assim como a incidéncia de diarréias em
neonatos causada por micro-organismos pertencentes principalmente ao grupo
dos coliformes (SILVA, 1990; GREINER, 1998; ALMEIDA, 2000).

Porém, o elevado valor protéico do leite de vacas que os profissionais de
saude acreditavam ser benéfico ao neonato representava, na verdade, uma
desvantagem na nutricdo do lactente, devido a capacidade parcial do
metabolismo protéico hepatico pelos recém-nascidos, além de dificultar o
processo de digestdo e esvaziamento gastrico. Verificou-se também, que
algumas criangas desenvolviam cdlicas e alergias a beta-lactoglobulina, uma
proteina presente no leite de vacas (SHANLER, 1995).

De acordo com Brandao et al. (2003), o aumento do uso de férmulas
contendo leite bovino e o desmame precoce de infantes, tém sido os principais
responsaveis pelo aumento da incidéncia de intolerancia a proteinas do leite de
vaca, pois 0os neonatos possuem sistema imunologico imaturo e dependem
muito dos anticorpos maternos. Assim, os quadros alérgicos ao leite bovino
geralmente ocorrem devido a introdugao precoce deste alimento - antes do seis
meses de idade - na dieta infantil.

Desta forma, mesmo com todos os avangos tecnoldgicos, a expansao da
industria alimenticia e a criacdo de novas féormulas como o leite em p6, nao foi
possivel desenvolver um produto com tal exceléncia nutricional, capaz de
substituir o leite materno humano e fornecer todos os nutrientes necessarios
para o correto desenvolvimento de lactentes (MARTINS, 1983; GREINER,
1998).

Atualmente, sabe-se que quando nao for possivel utilizar o leite da propria
mae ou de Bancos de Leite Humanos, preconiza-se a utilizagdo de formula
lactea infantil e somente apds os seis primeiros meses de vida, recomenda-se

o incentivo gradual da ingestao de leite bovino e seus derivados (iogurtes,
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queijos) visando adequado aporte de calcio, juntamente com outros alimentos
como frutas, verduras e legumes (OPAS, 2003; WEFFORT, et al., 2006).

A OPAS tem incentivado continuamente a pratica do aleitamento materno.
Entretanto, apesar da superioridade nutricional deste alimento ser reconhecida
mundialmente, a ocorréncia de doencgas infecciosas como a mastite puerperal
infecciosa, producao de leite insuficiente pela mée e a introdugao de liquidos
e/ou alimentos complementares na dieta de neonatos, somados a falta de
orientacdo adequada sobre a nutricdo infantil, sdo apontados como os
principais motivos de desmame precoce (WHO, 2000; WEFFORT, et al., 2006;
ANVISA, 2007), que constitui grave risco de infeccdo em recém nascidos.
Desta forma, surgiu a necessidade de implementagcdo de um sistema que
auxilie a nutricdo de criangas recém-nascidas que necessitam do leite materno
(OPAS, 2003; ANVISA, 2007).

2.1.1 Bancos de Leite Humano (BLH)

Com o aumento da oferta de emprego as mulheres e problemas com a
falta de leite humano (LH) foram criados os lactarios humanos, denominados
atualmente Bancos de Leite Humano - BLH (ALMEIDA, 2000).

O primeiro lactario humano foi criado na Austria em 1900 na cidade de
Viena. Dez anos depois, foi criado nos EUA o segundo BLH em Boston
(VINAGRE, et al., 2001). No Brasil, o primeiro BLH foi inaugurado em 1943, no
Instituto Fernandes Figueira (IFF) pertencente a Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), criado com os objetivos de colher e distribuir o leite humano
ordenhado - LHO (ANVISA, 2007).

Na década de 80, apds a implantagédo do Programa Nacional de Incentivo
ao Aleitamento Materno (PNIAM), a FIOCRUZ e o Ministério da Saude (MS)
desenvolveram um subprograma com a finalidade de promover a expansao dos
BLHs no Brasil. Estes esforgos, somados ao PNIAM e a FIOCRUZ, culminaram
na promulgacao da legislagcdo brasileira que regulamenta a implantagdo e o
funcionamento dos BLHs (Portaria 322/88), além do desenvolvimento do
Programa Nacional de Apoio Técnico a estas unidades, tornando o Brasil o
primeiro pais a possuir tal instrumento legal. O pioneirismo da politica de
aleitamento materno no Brasil culminou na constituicdo da maior rede de BLHs

do mundo, composta por 187 unidades cadastradas que funcionam segundo as
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normas do Programa Nacional de Qualidade em Bancos de Leite Humano,
permitindo acdes padronizadas e uniformes, pautadas em conhecimento
técnico-cientifico (ANVISA, 2007; FIOCRUZ, 2011).

2.1.1.1 Qualidade do leite fornecido pelos BLH

A composicdo do LH varia no decorrer do ciclo da lactagdo. O leite
humano se caracteriza como produto bioldgico labil, de composigdo complexa.
A colheita e conservagdo do produto precisam ser rigorosamente controladas
para a manutencdo da qualidade (NOVAK e ALMEIDA, 2002) que é
mensurada, fundamentalmente, sob o0s aspectos nutricional, imunoldgico,
fisico-quimico e microbioldgico. Dentre os fatores que afetam a qualidade, a
determinagdo da acidez titulavel expressa em graus Dornic (°D) e o
crematécrito (método analitico), tém sido utilizadas para verificar o aporte
caldrico-energético do leite humano ordenhado (LHO).

A avaliacdo da acidez em graus dornic e o crematdcrito séo técnicas
obrigatérias que servem como parametro classificatério nos BLH, visando
garantir a manutengdo das propriedades fisico-quimicas do leite cru,
representando importante parametro para a selecdo do produto antes da
pasteurizacdo. Embora os valores considerados aceitaveis oscilem entre 1,0 e
8,0°D, a biodisponibilidade de calcio e fésforo e a osmolaridade do produto
variam de forma inversa a acidez (GALHARDO et al., 2002, RNBLH, 2006).

O perfil microbiolégico do LHO é assunto de grande interesse no contexto
de saude publica, visto que o leite é suscetivel a veiculagdo de patoégenos,
particularmente para criancas com baixa resisténcia, notadamente mais
vulneraveis as infeccdes neonatais.

Para o controle de qualidade microbiolégica do LHO, a Rede Nacional de
Bancos de Leite Humano (RNBLH) do Brasil segue a légica preconizada para
alimentos, que consiste na utilizagdo de micro-organismos indicadores de
qualidade sanitaria. Com efeito, o grupo dos coliformes é considerado um dos
principais indicadores de contaminagdao microbiana, visto que sao patégenos
de isolamento relativamente simples, a partir de métodos padronizados e de
facil execugéo, economicamente viaveis e seguros (NOVAK e ALMEIDA, 2002;
RNBLH, 2006).
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O LHO cru, colhido e aprovado pelo Controle de Qualidade, deve ser
pasteurizado em banho-maria, mantido a 62,5°C por 30 minutos apds o tempo
de pré-aquecimento, visando a inativagdo de 100% dos micro-organismos
patogénicos passiveis de contaminagdo primaria ou secundaria, além de
99,99% da microbiota sapréfita ou normal (RNBLH, 2006; ANVISA, 2007).

No entanto, a presenga de micro-organismos no LHO esta intimamente
relacionada as técnicas inadequadas de colheita, higiene precaria da doadora e
utensilios, manutencdo do leite em condicbes e temperatura inadequadas,
além da ocorréncia de processo infeccioso glandular mamario na lactante
(NOVAK e ALMEIDA, 2002; RNBLH, 2006). Contudo, torna-se indispensavel o
controle e melhorias nas condicbes de coleta e estocagem do LHO pelos
profissionais de saude envolvidos, visando diminuir a carga microbiana no leite,

garantindo a inocuidade e qualidade nutricional do leite materno.

2.1.2 Mastite puerperal em mulheres e resisténcia microbiana

A inflamacao da glandula mamaria na mulher, conhecida como mastite
puerperal, tem origem predominatemente infecciosa. Acomete cerca de 2% a
6% das lactantes, geralmente na segunda ou terceira semana do puerpério,
embora possa ocorrer em qualquer fase da lactacdo. A infeccdo mamaria se
caracteriza por apresentar inflamacédo local, hiperemia, dor, e/ou sinais
sistémicos como febre, mal-estar, calafrios e prostracdo, podendo evoluir para
formas graves com formagéo de abscessos e septicemia (WHO, 2000). Estudo
prospectivo com 946 mulheres norte-americanas revelou que 9,5%
apresentaram pelo menos um episddio de mastite nos trés primeiros meses
pos-parto (FOXMAN et al., 2002).

Dentre os micro-organismos isolados do leite humano, S. aureus séo
responsaveis por cerca de 50% a 60% dos casos de mastite (LAWRENCE e
LAWRENCE, 2007). As enterobactérias s&o isoladas com menor frequéncia
(SALES et al., 2000). Entretanto, a determinagdo dos coliformes € um dos
principais parametros recomendados no controle da qualidade microbiologica
do BLH, pois sua presenca indica contaminagao direta, ou indireta, de origem
fecal, refletindo baixo nivel de higiene pessoal e condigdes sanitarias precarias
(NOVAK e ALMEIDA, 2002; RNBLH, 2006). Sales et al. (2000) ao estudarem a

ocorréncia de mastite puerperal em 59 mulheres que apresentavam abscessos
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mamarios obtiveram isolamento de S. aureus (55%), Staphylococcus
epidermidis (15%), Staphylococcus spp. (7%), Escherichia coli (4%), Klebsiella
spp. (2%) e Enterobacter spp. (2%). Arias-Camison (2003) descreveu infecgao
por Streptococcus agalactiae em crianga recém-nascida, adquirida a partir do
leite materno oferecido por sua mae, que apresentava eritema da mama
esquerda oito dias apos o parto.

Os antimicrobianos geralmente indicados no tratamento da mastite
puerperal, ou utilizados na profilaxia pés-parto e em casos de cesariana
pertencem ao grupo das penicilinas e cefalosporinas de primeira e segunda
geracgao, como a cefoxitina. Estes farmacos séo considerados seguros durante
a lactacao, pela reduzida quantidade de residuos excretados no leite, devido a
elevada taxa de ligagao com as proteinas plasmaticas maternas (COSTA et al.,
1998; NOVAK et al., 2001; LAWRENCE e LAWRENCE, 2007). A utilizagédo de
vancomicina é restrita as pacientes alérgicas a penicilina, ou cuja cultura
microbiana do leite revele linhagens resistentes a eritromicina e/ou a
clindamicina (SUS, 2011).

A veiculagdo de micro-organismos potencialmente patogénicos pelo LHO,
e multirresistentes aos antimicrobianos, é fator preocupante no controle
sanitario dos produtos oferecidos nos bancos de leite (NOVAK et al. 2001). A
qualidade do leite fornecido pelos BLH tem despertado a atengédo de diversos
pesquisadores que buscam avaliar o perfil microbiano do produto, bem como a
resisténcia de micro-organismos frente aos principais farmacos utilizados na
medicina, com o intuito de refor¢car a importancia do controle de agentes
potencialmente patogénicos, e melhorar o controle da colheita e
armazenamento deste alimento (NETO et al., 2001; NOVAK et al., 2001, 2002;
SERAFINI et al., 2003; COSTA et al., 2004) .

A presenca de residuos de farmacos, especialmente antimicrobianos, no
leite de lactantes também tem sido discutida por diversos segmentos
profissionais da area de saude (DEL CIAMPO e RICCO, 2006; DEL FIOL e
MINALI, 2006; CHAVES et al., 2007), embora estudos com o intuito de verificar
a presencga de farmacos no LH sejam escassos.

De acordo com SCHIRM et al. (2004), 90% das lactantes utilizam algum
tipo de medicamento durante os primeiros dias apdés o parto, seja por

orientagdo médica ou por automedicacdo. Analgésicos, sedativos,
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antimicrobianos e antialérgicos figuram entre os farmacos mais utilizados pelas
nutrizes. Os antimicrobianos sdo os farmacos mais prescritos entre as
mulheres no periodo puerperal nos EUA e Finlandia (MALM et al., 2003).
Assim, devido a utilizacdo dos antimicrobianos no tratamento de processos
infecciosos, bem como na profilaxia de infecgbes no pré e pos-parto,
recomenda-se optar por grupamentos de farmacos com menores efeitos
colaterais e com baixa excrecéo no leite, com o intuito de preservar a saude do
lactente (OSTREA, 2004).

2.2. Qualidade do leite de vacas e cabras

ApOs os seis meses de idade o leite bovino €, seguramente, o alimento
mais nobre e completo disponivel aos humanos, especialmente nos primeiros
anos de vida (ANVISA, 2007; OPAS, 2008).

O leite apresenta valor inestimavel na dieta humana. Estima-se que um
litro de leite por dia supre todas as necessidades protéicas de criangas com até
seis anos de idade e mais de 50% do conteudo de proteinas requisitado pelos
adultos, além de ser excelente fonte de calcio, suprindo 100% das
necessidades diarias humanas (FONSECA e SANTOS, 2000).

No entanto, estudos apontam que cerca de 3 a 8% das criangas em todo
o mundo apresentam sensibilidade alérgica as proteinas do leite de vacas
(LAGUNA, 2010). Neste contexto, o leite caprino pode ser indicado como
alimento alternativo, tanto para criancas como idosos, que possuam
hipersensibilidade ao leite bovino, em virtude de seu elevado valor nutricional,
facil digestibilidade e, especialmente, por ser reconhecido como alimento hipo-
alergénico (COSTA, 2002; LAGUNA, 2010).

O leite de cabra possui cor branca e apresenta sabor e odor proprios,
porém agradaveis. Sua alta digestibilidade €& consequéncia do reduzido
tamanho e facilidade de dispersédo dos globulos de acidos graxos, e das
caracteristicas proprias de sua caseina. Forma coagulos de granulagao fina e
macia, consequentemente de facil digestado (JARDIM, 1984).

Até recentemente, o leite de cabra s6 estava prontamente disponivel em
lojas de alimentos “saudaveis” (COSTA, 2011). No entanto, apesar do seu
consumo estar geralmente associado a indicacdo de médicos e nutricionistas

em virtude de suas propriedades hipoalergénicas, este produto deveria ser
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mais consumido pela populagdo em geral, em vista de seu elevado valor
nutricional (Quadro 01) [GRZESIAK 1997].

Quadro 01: Composicao média do leite humano, bovino e caprino.

Espécie VACA MULHER CABRA
Composicao
Calorias (Kcal/100mL) 70 69 73
Agua (g/100mL) 88 88 86
Proteinas (g/100mL) 3.1 0.9 2.7
Caseinas (g/100mL)
Alfa S1 1 Tragos 0ao0.7
Alfa S2 0.37 - 0.4
Beta 1 0.3 1
Kappa 0.35 0.1 0.6
Proteinas Soluveis (g/100mL)

Alfa-lactoalbumina 0.12a0.17 0.6 0.12a0.2
Beta-lactoglobulina 0.3 Ausente 0.23
Serium Albumina 0.04 0.04 ---

Imunoglobulinas 0.07 0.14 0.05

Fonte: Adaptado de Grzesiak (1997).

Atualmente o leite de cabra vem conquistando cada vez mais o mercado

consumidor. Cerca de 93-95% da produgdo € destinada ao consumo sob a

forma de leite fluido, enquanto seus derivados (queijo e iogurte) representam

pequena porcentagem do consumo total (COSTA, 2011).

Porém, para que o leite de origem animal cumpra seu papel nutricional,

sem riscos ao consumidor, € necessario que este produto apresente baixa

celularidade, auséncia de patégenos e/ou substancias quimicas,
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residuos de antimicrobianos e pesticidas (ALVES, 2001; BRASIL, 2002). O leite
de qualidade € oriundo de animais sadios e bem alimentados, que mantém
suas qualidades nutritivas e organolépticas durante todas as etapas de sua
obtenc&o, sem apresentar riscos a saude do consumidor (BRASIL, 2002) .

A determinacao da acidez do leite € amplamente utilizada pela industria
leiteira como indicador de qualidade do produto no controle da produgao de
queijos e iogurtes. A acidez (°D) é utilizada como indicador do estado de
conservagao do leite, no que tange a relagao entre disponibilidade de lactose e
producdo de acido lactico por acdo microbiana, que acarreta aumento na
acidez e diminuic&o no teor de lactose (BRASIL, 2002).

As bactérias laticas geralmente sao responsaveis pela acidificagédo do
leite, devido a transformacédo da lactose em &acido latico. Além de bactérias
laticas - como Streptococcus lactis que se multiplica em temperatura ambiente -
sdo reconhecidos outros grupos de micro-organismos que também podem
produzir a acidificacdo do leite, como os coliformes, enterococos, estafilococos
e micrococos (VEISSEYRE, 1988; OLIVEIRA e NUNES, 2003).

A qualidade da composicao do leite in natura é influenciada por diferentes
variaveis como fatores genéticos, raga, idade, nutricdo, estagio da lactagao,
variagbes climaticas e presenca de agentes infecciosos na glandula mamaria
que, por sua vez, levam a alteracdes significativas na concentragdo de gordura,
lactose e caseina (BRITO, 2009).

A presenca de micro-organismos no leite, determinada pela infecgdo da
glandula mamaria de animais, € uma das principais causas que exerce
influencia prejudicial na composi¢cdo e nas caracteristicas fisico-quimicas do
leite (BRASIL, 2000/2002). Além disso, a presencga destes patdogenos no leite e
derivados lacteos podem gerar graves riscos a saude do consumidor, devido a
possibilidade de veiculacdo de micro-organismos multirresistentes e com
capacidade de producdo de toxinas (SILVA et al., 2005; RAPINI et al., 2005;
MARIANO et al., 2007; GARINO JR., et al., 2011).

2.2.1 Mastite em animais de producao e resisténcia microbiana
A mastite, definida como a inflamagao da glandula mamaria, € a principal
afeccdo que acomete rebanhos leiteiros. Acarreta grande impacto econémico

mundial devido aos prejuizos decorrentes de alteragcdes na composigao fisico-
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quimica e celularidade do leite, queda na produgdo, descarte precoce de
fémeas, gastos com medicamentos e honorarios veterinarios, morte ocasional
de animais, aliados aos reflexos da doenca no contexto de saude publica
(LANGONI, 1999; RADOSTITS et al., 2007).

A inflamacgdo da glandula mamaria possui etiologia complexa, podendo
resultar em processos traumaticos, fisiolégicos, alérgicos e, principalmente,
infecciosos. A mastite infecciosa € causada predominantemente por agentes de
origem bacteriana e, secundariamente, por fungos, algas, micoplasmas e virus,
podendo manifestar-se sob as formas aguda, subaguda ou cronica.
Epidemiologicamente é classificada em contagiosa ou ambiental, de acordo
com as fontes de infecgdo e vias de transmissdo (QUINN et al., 2005;
RADOSTITS et al., 2007).

Staphylococcus spp., Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis e
Mycoplasma spp. sdo os principais agentes envolvidos na génese das mastites
contagiosas, enquanto o grupo dos coliformes, representados por Escherichia
coli, Enterobacter spp. e Klebsiella spp., juntamente com Arcanobacterium
pyogenes, Nocardia spp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae, fungos, leveduras, actinomicetos e algas do
género Prototheca, figuram entre os principais micro-organismos envolvidos em
casos de mastite ambiental em animais de produgdao (QUINN et al., 2005;
RADOSTITS et al., 2007; RIBEIRO, 2008).

No entanto, embora mais de 100 espécies tenham sido descritas em
processos infecciosos da glandula mamaria de animais, 0 género
Staphylococcus é considerado o principal agente causal de mastite bovina
(ANDRADE et al., 1998; FERREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011) e
caprina (SCHMIDT et al., 2009; NEVES et al., 2010, GARINO JR. et al., 2011).

A elevada ocorréncia de mastite resulta no uso frequente de
antimicrobianos no tratamento dos animais, por vezes, de maneira
indiscriminada, contribuindo para o aumento da pressao seletiva de micro-
organismos resistentes aos principais farmacos utilizados por via intramamaria
e/ou parenteral, além de possibilitar a presenca de residuos destes
antimicrobianos no leite e derivados lacteos, que podem gerar agravos ao
consumidor (NASCIMENTO et al. 2001).

Salerno, T., 2011.



49

Na industria de laticinios, a presenca de antimicrobianos no leite interfere
diretamente nas caracteristicas organolépticas e tecnoldgicas dos produtos
lacteos industrializados, principalmente no processamento de iogurte e queijos,
devido a inibicdo de micro-organismos necessarios para a realizacdo da
fermentacdo destes derivados (ALBUQUERQUE et al., 1996; NUNES e
D’ANGELINO, 2007). Deve-se ressaltar que a pasteurizagdo, fervura e
esterilizagdo do leite ndo eliminam os residuos de antimicrobianos, se
constituindo, portanto, em fator de risco ao consumidor (MEDEIROS et
al.,1999).

Em 2001 foi promulgada a Instrugdo Normativa 51 (IN 51), pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil - MAPA, visando
regulamentar e adequar as prerrogativas de produgdo, manipulagao, estoque e
transporte do leite e derivados de origem animal, com vistas a assegurar a
qualidade do produto para o consumidor final (BRASIL, 2002). Com a
deflagracao da IN-51, foi intensificada a fiscalizacdo da presenga de residuos
de antimicrobianos em laticinios e cooperativas, sob pena de descarte do leite
com antimicrobianos.

A pesquisa de residuos de antimicrobianos em leite pode ser realizada por
diferentes métodos, incluindo técnicas imunoldgicas, receptores enzimaticos e
pela inibicdo de multiplicacédo bacteriana, dos quais este ultimo, amplamente
utilizado devido a sua praticidade (MITCHELL et al., 1998, FONSECA e
SANTOS, 2000; ALMEIDA et al., 2003).

Com a implantacdo da normativa 51, além da ampliagcdo dos estudos
focando a presenca de linhagens multirresistentes aos principais farmacos
utilizados na bovinocultura (SOUZA et al., 2008; SILVA et al., 2008) e
caprinocultura leiteira (LANGONI et al., 2006; SCHMIDT et al., 2009, NEVES et
al.,, 2010; GARINO JR., 2011), outras pesquisas foram conduzidas com o
intuito de monitorar a presencga de residuos de antimicrobianos principalmente
no leite e subprodutos de origem bovina (NASCIMENTO et al., 2001; ALMEIDA
et al., 2003; MENDES et al., 2008) e caprina (SANTOS, 2005; NARDELLI et al.,
2006; ARAUJO, 2008; WASIKSIRI, 2010).

Deve-se ressaltar que a ingestao de leite e derivados contendo residuos
de antimicrobianos pode levar ao aumento da pressao seletiva para linhagens

bacterianas resistentes, além de desencadear reacbdes de hipersensibilidade,
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de toxicidade, efeitos carcinogénicos, teratogénicos e desequilibrio da
microbiota intestinal, especialmente em neonatos e criangcas (NASCIMENTO et
al., 2001; DEL CIAMPO e RICCO, 2006).

Ademais, a maioria dos estudos com mastite bovina e caprina no Brasil
tem enfocado animais com mastite clinica ou subclinica. No entanto, pouca
atencdo tem sido dispendida com os animais portadores no rebanho,
particularmente de bactérias multirresistentes e potencialmente toxigénicas,
como as pertencentes ao género Staphylococcus. Os animais portadores séo
identificados somente pelo cultivo microbiano do leite. Este fato certamente é
limitante no controle e profilaxia da infeccdo mamaria por estes micro-
organismos no plantel, além dos reflexos inerentes a saude publica
(FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004; COSTA et al., 2005).

2.3 Género Staphylococcus

Staphylococcus spp. sao micro-organismos esféricos, anaerobios
facultativos, catalase-positivos (exceto S. aureus subsp. anaerobius e S.
saccharolyticus que sao anaerobios e catalase-negativos), imdéveis, oxidase-
negativos, ndo formadores de esporos. Quando cultivados em agar acrescido
de sangue ovino ou bovino (5%) desfibrinado, geralmente em condigbes de
aerobiose, a 37°C, apos 24 horas de incubagao revelam coldnias de tonalidade
branca a amarela intensa, com 1 a 2 mm de didmetro, podendo ou nao
apresentar hemolise. As caracteristicas morfo-tintoriais quando corados pela
técnica de Gram revelam cocos agrupados, Gram-positivos, com 0,5 a 1uym de
didmetro (QUINN et al., 2005; WINN JR., et al, 2008).

Estas bactérias apresentam distribuicdo cosmopolita e geralmente sao
comensais da pele e mucosas do trato respiratorio e urogenital.
Transitoriamente encontram-se no trato digestorio de humanos e de diversas
espécies animais podendo atuar como patdégenos oportunistas (QUINN et al.,
2005; WINN JR. et al., 2008). Os estafilococos também podem ser encontrados
na agua, no solo, equipamentos e utensilios mal higienizados devido a sua
viabilidade ambiental (ALMEIDA et al., 1998).

Determinadas espécies de estafilococos s&do altamente especificas
estabelecendo infecgdes em humanos ou em animais. No entanto, espécies

que geralmente ndo acometem humanos podem coloniza-los ou infecta-los

Salerno, T., 2011.



51

devido ao estreito contato com os animais. Desta forma, médicos veterinarios,
tratadores e criadores sao suscetiveis as infecgcbes por estirpes de
estafilococos especificas de animais (WINN JR. et al, 2008).

Staphylococcus spp. séo isolados a temperaturas que podem variar entre
10 e 48°C (com temperatura 6tima entre 35 a 37°C). Toleram ampla variagao
de pH (entre 4 e 9,8) e multiplicam-se em meios contendo 10% a 15% de NaCl
(FRANZIER e WESTHOFF, 2000). Estas caracteristicas possibilitam a
manutencdo e multiplicagdo do micro-organismo em grande variedade de
alimentos que requerem manipulagdo durante o processamento, bem como
leite e seus derivados (LE LOIR et al., 2003).

Atualmente sao reconhecidas 43 espécies e 24 subespécies do género
Staphylococcus, que podem ser encontradas em amostras clinicas humanas e
animais atuando como agente de diversas afecgdes (EUZEBY, 2011). As
linhagens de Staphylococcus spp. sao divididas em duas categorias: coagulase
positivos (ECP) e negativos (ECN) [WINN JR et al., 2008]. Entre as espécies
coagulase positivas e negativas, S. aureus e S. epidermidis destacam-se,
respectivamente, como o0s principais agentes envolvidos em infecgdes
humanas e animais.

A identificagédo fenotipica das estirpes de Staphylococcus spp. baseia-se
em caracteristicas das colénias, presenga ou nao de hemolise, auséncia de
isolamento em agar MacConkey, produgéo de catalase, coagulase e utilizagao
de certos substratos, classificados a partir de provas bioquimicas (QUINN et
al., 2005; WINN JR., et al., 2008).

2.3.1 Mastite estafilocécica e resisténcia a meticilina

A mastite estafilocécica foi descrita primeiramente em 1887 por Edmund
Nocard, que isolou o agente da glandula mamaria de ovinos.
Subsequentemente, Guillebeau sugeriu que este micro-organismo também
fosse responsavel por infeccdes mamarias em vacas (SOUZA E BARRETO,
2000).

O isolamento de Staphylococcus spp. a partir de leite humano tem sido
observado desde a década de 70, quando Welsh e May (1979) descreveram a

bactéria em 24% de amostras de leite obtidas de maes saudaveis.
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S. aureus sao micro-organismos mundialmente isolados de casos de
mastite contagiosa em animais leiteiros, com alta capacidade de penetragéo no
tecido glandular mamario, de dificil resolugao terapéutica devido a persisténcia
no interior de fagocitos e com elevada resisténcia aos antimicrobianos
convencionais (QUINN et al., 2005).

ECN sao reconhecidos como micro-organismos contagiosos oportunistas,
presentes na microbiota de pele, conjuntivas e mucosas dos animais (QUINN
et al., 2005; RADOSTITS et al., 2007). Estudos epidemiolégicos em ambito
nacional e internacional tém demonstrado a presenga do género
Staphylococcus em aproximadamente 50% dos casos de infecgdes da glandula
mamaria de bovinos (BRABES et al., 1999), considerado um dos principais
patdgenos causadores de mastite em animais de producdo (QUINN et al.,
2005; RADOSTITS et al., 2007) e também de grande frequéncia em quadros
clinicos de mastite puerperal em mulheres (LAWRENCE e LAWRENCE, 2007).
Dentre os ECN, S. epidermidis € o micro-organismo mais comumente isolado
em processos infecciosos (ARCHER e CLIMO, 1994).

Staphylococcus spp. multirresistentes, especialmente aos beta-
lactdmicos, tem sido reiteradamente reportados em diversos estudos em
humanos e animais (NOVAK et al., 2001; COELHO et al., 2007; GARINO JR.
et al., 2011).

Nas décadas de 50 e 60, S. aureus destacou-se como a mais importante
espécie bacteriana envolvida em casos de infecgdo hospitalar, principalmente
devido a sua elevada resisténcia frente a penicilina. Em 1961, foi langado novo
antimicrobiano denominado meticilina. No entanto, poucas semanas apés foi
isolada a primeira estirpe de S. aureus resistente a este farmaco, denominada
“Methicillin Resistant Staphylococcus aureus” — MRSA (JEVONS, 1961; WINN
JR. et al., 2008).

Apods quase 30 anos, linhagens de MRSA foram identificados em graves
surtos hospitalares em pacientes internados em unidades neonatais (MOREL
et al., 2002). E, em dias atuais, estes micro-organismos ainda s&o
considerados de grande importancia clinico-hospitalar (PINHEIRO, 2008; WINN
JR. et al., 2008).

Atualmente, sdo conhecidos dois principais mecanismos pelos quais pode

ocorrer resisténcia bacteriana aos antimicrobianos beta-lactamicos. O primeiro
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€ atribuido a alteragdo das proteinas de membranas que estao envolvidas na
biossintese da parede celular, denominadas PBP (“Protein bilding penicillins”),
alvo de acdo do farmaco. O segundo mecanismo € devido a produgédo de
enzimas inativadoras, conhecidas como beta-lactamases (HARBATH, 1998).

As linhagens MRSA apresentam um gene denominado mecA que codifica
uma nova proteina alvo para penicilina, denominada PBP2a ou PBP2'. Essa
proteina possui baixa afinidade a oxacilina, meticilina e outros antimicrobianos
beta-lactamicos. Desta forma, uma vez que as PBPs s&o inativadas por algum
antimicrobiano beta-lactdmico, a PBP2a continua ativa, permitindo a
multiplicagdo bacteriana (MANDELL et al., 2005; WINN JR, 2008).

O gene mecA, que confere resisténcia a meticilina, €é carreado em um
elemento genético moével denominado “Staphylococcal Cassette Chromosome”
(SCCmec), podendo ser transmitido a outras espécies de estafilococos
conhecidas atualmente como MRS (JUNQUEIRA, 2002; MANDELL et al.,
2005; MARTINS e CUNHA, 2007).

Linhagens do género Staphylococcus resistentes a meticilina e oxacilina -
farmacos anteriormente eficazes no tratamento de infecgbes estafilocécicas -,
tém sido motivo de preocupacido crescente dos profissionais de saude
(COELHO et al., 2007). Isolados MRSA ja foram reportados em leite materno,
em casos de mastite puerperal em mulheres (REDDY et al., 2007, PINHEIRO,
2008) e septicemia com obito de crianga recém-nascida, evidenciando o risco
da mde como portadora e transmissora destas linhagens patogénicas aos
neonatos (LACOUNTY, 2004).

Além da presenga de MRS em isolados humanos, sadios ou enfermos,
outros estudos tém investigado a ocorréncia destas linhagens em animais de
companhia (BEMIS et al., 2006; WEESE et al., 2006) e de producao, bem
como em seus produtos e subprodutos, alertando para a possibilidade de
transmissdo destes patdégenos entre animais e humanos (LEE, 2003; KITAI et
al., 2005; VAN LOO et al., 2007; MORGAN, 2008).

Linhagens MRS também tém sido investigadas em leite e queijo bovino e
caprino devido a preocupacgao dos pesquisadores com a transmissao deste
patdogeno por estes derivados lacteos destinados ao consumo humano
(CORRENTE et al., 2007; JUHASZ-KASZANYITZKY et al., 2007; STATSKOVA
et al., 2009; FEBLER et al., 2010).
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Contudo, s&o necessarios estudos continuados visando detectar
linhagens de Staphylococcus spp., incluindo ECN, com potencial toxigénico,
e/ou multirresistentes aos antimicrobianos, presentes no leite humano e de
animais de produgédo, bem como em seus derivados. Salienta-se também a
importancia de boas praticas na obtengcdo do leite materno nos BLHs e na
ordenha higiénica de animais, particularmente no tocante a adogaéo de agdes
de controle dos micro-organismos contagiosos, tendo em vista que o género
Staphylococcus € um dos principais patdégenos relacionados as infecgdes

hospitalares neonatais, de mastite em humanos e em animais de producao.

2.3.2 Marcadores de viruléncia e produgao de toxinas pelo género
Staphylococcus

Caracteristicas estruturais bacterianas como capsula polissacaridica,
acido teicdico e proteina A, hemolisinas, producdo de diversas exoenzimas,
biofilme e toxinas, aliado a presenca dos superantigenos, figuram entre os
mecanismos de patogenicidade que conferem elevada viruléncia as linhagens
de Staphylococcus spp., particularmente nas estirpes de S. aureus (QUINN, et
al., 2005; WINN JR. et al., 2008).

A toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1) e as enterotoxinas
estafilococicas (SE) sdo conhecidas como superantigenos tdxicos pirogénicos
(WINN JR. et al., 2008).

A TSST-1 induz a produgao excessiva de linfocinas que promovem lesao
tecidual. A deteccdo de linhagens de Staphylococcus spp. isolados de leite
humano contendo o gene codificador desta toxina foi verificada em varios
estudos (PEREIRA et al.,, 1995), bem como em linhagens isoladas de leite
bovino, ovino e caprino (CARDOSO et al.,, 2000; SCHERRER et al., 2004;
KARAHAN et al., 2009). Embora nos animais a importancia da TSST-1 ainda
nao esteja bem esclarecida (WINN JR. et al., 2008), em humanos esta toxina
causa doenga caracterizada por processo agudo, cujos principais sinais
clinicos sao febre, hipotensdo, congestdo em varios 6rgaos e choque letal
(BERGDOLL e CHESNEY, 1991).

Além da TSST-1, atualmente sdo conhecidos 23 tipos de enterotoxinas
estafilococicas (SE) e enterotoxinas-like (SE-like), juntamente com seus genes
(se) correspondentes (OMOE et al., 2004; EUZEBY, 2011). Os tipos A (sea), B
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(seb), Cq3 (sec), D (sed) e E (see), representam as toxinas estafilocécicas
classicas, que possuem atividade emética e geralmente encontram-se
associadas a surtos de intoxicagdo alimentar (OMOE et al., 2004).

As enterotoxinas que nao possuem atividade emética, sdo denominadas
enterotoxina estafilococica semelhante a superantigenos, ou enterotoxina-like
(SEI) [LINA et al., 2004]. Exceto SEIG (seg), SEIH (seh) e SEIl (sei), que ja
demonstraram atividade emética (MUNSON et al., 1998; LE LOIR, et al., 2003).

As demais SE-like sdo SEIJ (sej) [DINGES et al., 2000; CARMO et al.,
2002], SEIK (sek) [ORWIN et al., 2001], SEIL (sel) [ORWIN et al., 2003], SEIM
(sem), SEIN (sen), SEIO (seo) [LE LOIR et al.,2003], SEIP (sep), SEIQ (seq),
SEIR (ser) [OMOE et al., 2003], SEIS (ses), SelT (set) [ONO et al., 2008], SEIU
(seu) [LETERTRE, et al., 2003] e SelV (sev) [THOMAS et al., 2006] descritos
recentemente. O envolvimento destas SE-like em surtos alimentares ainda nao
esta bem esclarecido.

A intoxicagao alimentar por estafilococos resulta geralmente da ingestao
de alimento contaminado por enterotoxinas pré-formadas, com capacidade
emeética e termorresistentes. O alimento geralmente € contaminado com
linhagens de Staphylococcus spp. devido a manipulagdo nao higiénica, com
subsequente multiplicacdo microbiana e producao de toxinas (WINN JR et al.,
2008).

No entanto, tem-se revelado a ocorréncia de outras espécies toxigénicas
coagulase positivas, como S. intermedius e S. hyicus (VALLE et al., 1990;
LAMAITA et al.,, 2005), bem como estirpes de ECN produtoras de
enterotoxinas, alertando para a importancia de outros estafilococos em
toxinfecgbes alimentares (CUNHA et al., 2006).

Estudos verificaram que cerca de 100ng a 1 ug da toxina pura sao
suficientes para desencadear a doenga em individuos suscetiveis
(BERGDOLL, 1995). Considerado como o principal agente de intoxicagcao
alimentar de origem bacteriana em humanos, as intoxicagdes por linhagens de
S. aureus podem causar cefaléia, nauseas, vomitos, dor abdominal, diarréia e
sudorese. As manifestagdes clinicas perduram por um a dois dias, podendo ser
autolimitantes ou evoluirem para quadros severos. O periodo de incubacao

varia entre 1 a 6 horas (com média de quatro horas) apds a ingestdo do
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alimento contaminado (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004; NADER FILHO et al.,
2007b; WINN JR. et al., 2008).

O inicio dos sinais depende da suscetibilidade, higidez e peso do
individuo, além da quantidade de toxina presente no alimento (BAIRD-PAKER,
1990). Desta forma, criancgas, idosos e individuos imunossuprimidos sdo mais
suscetiveis as manifestacdes clinicas severas das toxinfecgbes estafilococicas
(CLIVER, 1994).

Estima-se que aproximadamente 95% das intoxicagbes alimentares
estafilococicas sado determinadas pelas SE dos tipos A, B, C, D e E
(CREMONESI et al., 2005). No entanto, outros tipos de toxinas ja foram
relatados na Franga (ROSEC e GUIRAUD, 2002), Japao (OMOE et al., 2002) e
Inglaterra (MCLAUCHLIN et al., 2000) como responsaveis por toxinfec¢des
alimentares.

A presenca de linhagens de ECP e ECN com genes para producao de
enterotoxinas ja foram descritas em linhagens obtidas do leite de mulheres
sadias e com mastite (ADEKEYE e ADESIYUN, 1984; PEREIRA et al., 1995;
NOVAK et al., 2000; CARNEIRO et al., 2004), bem como em isolados de leite
bovino (GARCIA et al., 1980; CARDOSO et al., 2000; BLAIOTTA et al., 2004;
LUZ, 2008; KARAHAN et al., 2009) e caprino (SCHERRER et al., 2004, SILVA
et al., 2005; MARIANO et al., 2007).

Em 1914, foram observadas pela primeira vez evidéncias de intoxicacao
alimentar estafilococica apos voluntarios consumirem leite de vaca com mastite
por Staphylococcus spp. (ANDERSON, 1989). A partir de entdo, o género
Staphylococcus, especialmente S. aureus, assumiu grande preocupacao pelos
profissionais de saude em virtude dos riscos de veiculacdo de toxinas para os
humanos pelo consumo de leite e derivados, relacionados a graves
toxinfecgcbes alimentares (PEREIRA et al.,, 1995; LANGONI, 1999; WHITE e
HINCKLEY, 1999; SALES et al., 2000; SILVA et al., 2004; RADOSTITS et al.,
2007; RIBEIRO et al., 2007).

Com efeito, a ocorréncia de linhagens toxigénicas do género
Staphylococcus € considerada problema emergente em saude publica,
especialmente em estirpes isoladas de alimentos como o leite e deivados
(FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004; RAPINI et al., 2005; COELHO et al., 2007).
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Neste contexto, o presente estudo objetivou investigar o perfil microbiano,
as caracteristicas fisico quimicas, a presenga de residuos de antimicrobianos
e/ou inibidores da multiplicacdo microbiana e a ocorréncia de multirresisténcia
dos isolados, bem como verificar a presenga de linhagens de ECP e ECN
toxigénicas (detecgao de genes e producao de toxinas) obtidas de leite humano
proveniente do Banco de Leite Humano do Hospital das Clinicas de Botucatu,
SP, e de leite bovino e caprino provenientes de propriedades do interior do
estado de S&o Paulo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

¢ Avaliar a qualidade microbioldgica, as caracteristicas fisico-quimicas e a
presenca de residuos de antimicrobianos em leite humano, bovino e caprino,
bem como determinar a multirresisténcia bacteriana aos antimicrobianos e
detectar linhagens toxigénicas de estafilococos coagulase positivos e

negativos.

3.2. Especificos

e Verificar as caracteristicas fisico-quimicas (acidez e crematdcrito) das
amostras provenientes do Banco de Leite Humano;

e Avaliar a acidez titulada em graus dornic (°D) de amostras de leite de
vacas e cabras, com e sem mastite, provenientes de propriedades rurais do
interior do estado de Sao Paulo;

e Determinar a ocorréncia dos principais patdogenos em leite provenientes
do Banco de Leite Humano e leite de origem bovina e caprina;

e Detectar a presenga de vacas e cabras sem mastite clinica ou
subclinica, portadoras de micro-organismos patogénicos no leite;

¢ Investigar o perfil de sensibilidade “in vitro” das linhagens isoladas das
amostras de leite frente aos antimicrobianos utilizados em humanos, bem como
farmacos indicados no tratamento da mastite bovina e caprina, e a presenca de
isolados multirresistentes;

e Detectar a presenga de residuos de antimicrobianos e/ou substancias
inibidoras da multiplicagdo microbiana no leite humano, bovino e caprino;

e Caracterizar fenotipica e genotipicamente as linhagens de
Staphylococcus spp. meticilina resistentes;

¢ Investigar a ocorréncia de linhagens de Staphylococcus spp. toxigénicos
(detecgao de gene e produgao das enterotoxinas A, B, C, D e toxina 1 da
sindrome do choque toxico - TSST-1), isoladas de amostras de leite de
doadoras do BLH e de leite bovino e caprino, com e sem mastite, utilizando

métodos fenotipicos e genotipicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Locais de colheita de leite

4.1.1 Banco de Leite Humano

Em outubro de 2001, foi fundado o BLH do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista (HC-FM/UNESP),
campus de Botucatu, SP, com o objetivo de atender a demanda de leite
materno do municipio de Botucatu e regido, utilizado nas Unidades de Terapia
Intensiva (UTI) Neonatal, de Cuidados Intermediarios (UCI) Neonatal e do
Alojamento Conjunto. O BLH do HC-FM/UNESP segue as normas da rede dos
BLH do Brasil (RNBLH, 2006), visando garantir a qualidade do produto
fornecido aos recém-nascidos.

Apo6s a colheita, o leite humano ordenhado (LHO) é submetido a exames
microbiolégicos e fisico-quimicos e, em seguida, pasteurizado e estocado em
temperaturas entre -21°C e -10°C, com validade por até seis meses. O BLH do
HC-FM/UNESP-Botucatu conta atualmente com 60 doadoras mensais, das
quais aproximadamente metade é representada por novas doadoras e as
demais fixas, realizando 1000 atendimentos de colheita individuais e 700 visitas

domiciliares anuais, atendendo cerca de 500 criangas recém-nascidas ao ano.

4.1.2 Propriedades rurais

Os rebanhos de bovinos leiteiros amostrados no presente estudo foram
provenientes de trés criatérios de médio porte, com sistema de ordenha
mecanica e manejo de ordenha similar, com historico de mastite por micro-
organismos contagiosos, situados no centro do estado de Sao Paulo, nos
municipios de Areiépolis, Conchas e Sao Pedro.

As amostras de leite caprino foram provenientes de seis criatérios de
cabras leiteiras de pequeno e médio porte, com sistema de ordenha mecanica
ou manual, também situados no centro do estado de Sao Paulo, nos
municipios de Botucatu, Ibiuna, Mogi das Cruzes, Pindamonhangaba,

Guaratingueta e Canas.
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4.2 Colheita de leite

4.2.1 Leite humano

ApOs a antissepsia dos seios das lactantes foi realizado a colheita de leite
total e initerrupta de uma ordenha. O leite de cada doadora foi acondicionado
em recipientes de vidro, limpos e esterilizados, conforme preconizado pela
RNBLH e, em seguida congelados a -20°C.

Semanalmente, todas as amostras de leite materno colhidas ou
encaminhadas ao BLH do HC-FM, UNESP/Botucatu, SP, s&do descongeladas
em banho-maria a 40°C, e uma aliquota de cada amostra (cerca de 8 mL) é
acondicionada em recipiente esterilizado e encaminhada em caixas
isotérmicas, sob temperatura de refrigeracdo (4-8°C), ao Laboratorio de
Inspecao de Alimentos da FMVZ/Botucatu, SP, para a realizagédo de analises

fisico-quimicas (Figura 01).

Figura 01. Amostras de leite do BLH, do HC da Faculdade de Medicina de
Botucatu, SP. A: colheita de amostras de leite com frascos esterilizados. B:
descongelamento de amostras de leite humano em banho-maria a 40°C.
Botucatu, SP, 2011.

Foram colhidas mensalmente, de forma aleatéria, cerca de 20 amostras
de leite cru, provenientes de doadoras do BLH do HC-FM, UNESP/Botucatu,
SP, perfazendo ao final do estudo, 240 amostras de leite de diferentes

mulheres. O leite foi colhido oito a quinze dias apdés o parto (normal ou
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cesariana) evitando-se o periodo de colostro. Foi mantido o sigilo completo das

pacientes amostradas no estudo.

4.2.2. Leite bovino e caprino

Foram colhidas 200 amostras de leite de vacas com mastite (clinica ou
subclinica) e 200 de vacas negativas na prova de Tamis e CMT.

Igual quantidade de amostras de leite foi colhida de cabras, com ou sem
mastite, perfazendo a avaliagdo microbiana de 400 amostras de leite de vacas
e 400 de leite de cabra. Todas as amostras foram colhidas no periodo médio
de lactagao, evitando-se as fases de colostro e secagem dos animais.

Apos a antissepsia dos tetos com solugao de alcool 70%, as amostras de
leite foram colhidas e acondicionadas em tubos tipo Falcon, com fundo cbnico,
esterilizados e transportados em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel (4-
8°C). Todas as amostras foram congeladas a -20°C até o momento do
processamento no Laboratério de Diagndstico Microbioloégico da FMVZ-
UNESP/ Botucatu, SP, visando o cultivo microbiologico, avaliagdo fisico-
quimica e detecc¢do de residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras

no leite.

4.2.2.1 Diagnéstico de mastite nos animais

A mastite clinica foi diagnosticada com base nas alteragbes
macroscopicas do leite (presenga de grumos, pus, dessora, estrias de sangue)
observadas na prova da caneca de fundo escuro (Tamis) e na presencga de
sinais de inflamagdo na glandula mamaria (edema, hiperemia, nédulos a
palpacdo) e/ou sistémicos nos animais (RADOSTITS et al.,, 2007). O
diagnostico da mastite subclinica foi realizado utilizando o método classico do
“California Mastitis Test” — CMT (SCHALM et al., 1971). Foram utilizados para
isolamento microbiano tetos com escore 1+ a 3+ para bovinos e 2+ e 3+ para
caprinos (Figura 02).

Amostras de leite de vacas e de cabras negativas ao teste de Tamis e
CMT foram colhidas aleatoriamente nas propriedades, nas mesmas condi¢des
de assepsia, acondicionamento e transporte descritas para as amostras com
mastite (item 4.3.2).
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D E F

Figura 02. Colheita de amostras de leite caprino em propriedades rurais do
interior de Sao Paulo. A: Prova de Tamis; B: Adicao de reagente na prova do
CMT; C: Reagao positiva na prova do CMT; D: Limpeza do 6stio de teto com
algodao embebido em alcool (70%); E: colheita de amostra de leite; F: tubos
falcon com amostras de leite descongeladas para realizagdo de analise
laboratorial. Botucatu, SP, 2011.

4.3. Analises fisico-quimicas

4.3.1 Acidez e crematdcrito em leite humano

A avaliagéo fisico-quimica (acidez e crematdcrito) do leite humano foi
realizada conforme as normas preconizadas pela Rede Nacional de Bancos de
Leite Humano (RNBLH, 2006).
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De cada doadora foram utilizados 4 mL de leite, aferidos com uma pipeta
volumétrica. Em seguida, este volume foi transferido para um recipiente limpo.
Em cada recipiente contendo 4 mL de leite a ser testado foi adicionado uma
gota de solucdo hidroalcodlica de fenoftaleina a 1% (indicador de cor),
iniciando o processo de titulagdo de cada amostra, com solugao de hidroxido
de sdodio (NaOH ) N/9, também conhecida como solugao Dornic.

A titulagdo foi realizada gota a gota e, durante toda a titulagdo, o
recipiente contendo o leite foi permanentemente agitado, com movimentos
leves, evitando a incorporacao de ar ao produto até a observagao de coloracao
résea persistente na solucdo. Apds, este procedimento foi realizada a leitura.
Cada 0,01ml de hidroxido de sédio N/9 adicionado correspondeu a 1,0°D
(Figura 03).

A B

Figura 03. Avaliagdo da acidez de leite humano encaminhado ao Laboratorio
de Inspeg¢do de Alimentos da FMVZ/UNESP, Botucatu, SP. A: Preparo das
amostras de leite humano para realizagéo da titulagdo em graus Dornic (°D); B:

Observacao de coloragao rosea persistente na solugao. Botucatu, SP, 2011.

O crematocrito das amostras de leite, que consiste na determinagdo do
teor de creme, gordura total e valor energético foi realizado conforme o método
de LUCAS et al. (1978). Para a realizagao da técnica de crematdcrito, 1 mL de

cada amostra de leite humano foi aquecido em banho-maria a 40°C, durante 10
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minutos. Em seguida, com o auxilio de tubo microcapilar, foram utilizadas
aliquotas de 75 microlitros de leite de cada amostra. Foi vedada uma das
extremidades, e os capilares foram dispostos em centrifuga para
microhematdcrito. Os capilares foram distribuidos sempre aos pares, em
diagonal, de modo a equilibrar o rotor da centrifuga. As amostras foram
centrifugadas por 15 minutos, em velocidade fixa de 12.000 rpm, determinada
pelo fabricante da centrifuga de micro-hematocrito. Em seguida procedeu-se a
leitura.

Cada capilar apresenta duas colunas: na parte superior fica a coluna de
creme e na inferior a de soro. Para obtengao do teor de creme, gordura e valor

energético foi realizado o calculo abaixo, preconizado pela RNBLH, (2006):

Creme: Coluna de Creme (mm) x 100 + Coluna Total (mm) = % de Creme
Gordura: (% de creme — 0,59) + 1,46 = % de Gordura
Conteudo Energético Total: (% de creme x 66,8 + 290) = Kcal/litro

4.3.2 Acidez em leite bovino e caprino

A acidez titulavel expressa em graus Dornic (D°) foi realizada no
Laboratério de Inspecdo de Alimentos da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, e
determinada conforme a Instrugdo Normativa 22 do MAPA (BRASIL, 2003).

Para a realizagdo da prova de acidez em graus Dornic (°D) as amostras
de leite foram descongeladas em geladeira (4-8°C). Apds o descongelamento
das amostras, foi preenchida bureta de 25 mL com solugcdo de NaOH 0,1N.
Para cada amostra testada foram utilizados 10 mL de leite aferidos com pipeta
volumétrica. Este volume foi transferido para recipiente limpo. Em cada
recipiente com 10 mL de leite foram adicionadas trés gotas de solugdo
alcodlica de fenoftaleina a 1% (utilizado como indicador de cor), iniciando o
processo de titulagdo de cada amostra, até a observagao de coloragao rosea
persistente na solugdo. Para a determinacdo da acidez em graus Dornic foi
anotado o volume gasto (em mL), da solugéo de hidroxido de sédio 0,1 N para

cada titulacéo (Figura 04).
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Figura 04. Titulagdo em graus Dornic (°D) de amostras de leite de animais. A
coloracao rosea persistente indica a acidez, mediante o volume gasto (mL) da

solucao de hidroxido de sodio. Botucatu, SP, 2011.

4.4 Isolamento e caracterizagao dos micro-organismos

Todas as amostras de leite (humano, bovino e caprino) foram
processadas no Laboratorio de Diagnodstico Microbioldégico da disciplina de
Doencgas Infecciosas dos Animais da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, visando o
isolamento microbiano. Com o auxilio de alga de platina foi semeado 0,1 mL
(volume fixo) de leite, em meios de agar acrescido de sangue bovino (5%)
desfibrinado e agar MacConkey, mantidos em condi¢cdes de aerobiose a 37°C,
por 72 horas, com leituras a cada 24 horas. Simultaneamente, as amostras
foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose e mantidas por 10 dias em
condigdes de aerobiose, a 37°C. Os micro-organismos isolados foram
identificados segundo as caracteristicas morfo-tintoriais, bioquimicas e de
cultivo (QUINN et al., 1994; LACAZ et al., 2002; QUINN et al., 2005; TRABULSI
et al., 2008).

As colbnias isoladas em agar MacConkey, fermentadoras ou nao de
lactose, foram submetidas as provas bioquimicas para classificagao fenotipica
de enterobactérias utilizando meios de cultura solidos e semissadlidos,
distribuidos em tubos visando determinar a utilizacdo de diferentes substratos:

fermentacdo da glicose, producdo de gas, L-TD (L-triptofano-desaminase),
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H,S, urease, citrato de Simmons, lisina, motilidade e indol (QUINN et al., 2005;
TRABULSI et al., 2008).

4.4.1 Identificacao de ECP e ECN

As colbnias sugestivas de Staphylococcus spp. foram coradas pelo
método de Gram e as linhagens que apresentaram cocos agrupados, Gram-
positivos, foram submetidas as provas de catalase e coagulase em tubo
visando identificar ECP e ENC (QUINN et al., 2005; TRABULSI et al., 2008). O
género Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus com base nas
caracteristicas morfo-tintoriais, provas de oxidagdo e fermentagcéo da glicose,
pela resisténcia das linhagens de Staphylococcus spp. a bacitracina (0,04 U) -
indicada pela auséncia de halo de inibicdo ou formacéo de halo de até 9 mm de
didmetro - e pela sensibilidade a furazolidona (100 mg), caracterizada por
apresentar halo de inibicdo entre 15 a 35 mm de didmetro [BAKER, 1984;
QUINN et al., 2005; WINN JR. et al., 2008].

As provas de fermentagdo dos agucares maltose, trealose e manitol, a
resisténcia a polimixina B (300 Ul) e a producao de acetoina, foram realizadas
com o intuito de identificar e diferenciar as espécies de S. aureus de outras
espécies coagulase positivas como S. intermedius, S. hyicus, S. delphini e S.
schleiferi subsp. coagulans (WINN JR. et al., 2008).

A diferenciagdo entre as espécies de ECN foi realizada com base em
Cunha et al. (2004), com base na fermentagdo dos agucares xilose, sacarose,
trealose, maltose, manitol, multiplicagcdo em anaerobiose em caldo tioglicolato e
producao de hemolisina. As linhagens foram mantidas a 37°C por 72 horas. A
classificacao das diferentes espécies de ECN foi complementada pelas provas
bioquimicas de redugdo de nitrato, produgdo de urease e/ou ornitina
descarboxilase, resisténcia a novobiocina, fermentacdo de beta-D- frutose,
manose e lactose, e produgdo de acetoina C (Figura 05) [WINN JR. et al.,
2008].

Apos a confirmagao da espécie, as linhagens foram estocadas em caldo

nutriente, acrescido de glicerol a 5%, em temperatura de -20°C
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X S T ML MN TI

A B

Figura 05. Provas bioquimicas para diferenciacédo de espécies do género
Staphylococcus. A: Prova de fermentacao dos agucares X: xilose, S: sacarose,
T: trealose, ML: maltose, MN: manitol e TI: multiplicacdo em anaerobiose em
tioglicolato. B: Produgao de acetoina (esquerda: coloragdo marrom = negativa

e direita: tonalidade avermelhada = positiva), Botucatu, SP, 2011.

4.5 Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” e deteccao de
linhagens multirresistentes

O perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” foi realizado no Laboratério
de Diagnéstico Microbiolégico da disciplina de Doengas Infecciosas dos
Animais da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP. Os micro-organismos isolados foram
submetidos a prova de sensibilidade microbiana pelo método de difusdo com
discos (CLSI, 2006).

Foram utilizados principios ativos de antimicrobianos indicados para
humanos, bem como farmacos amplamente utilizados no tratamento da mastite
bovina e caprina, a saber: amoxacilina/acido clavulanico (10/20 ug), ampicilina
(10 pg), cefalexina (30 ug), cefoperazona sddica (75 pg), cefoxitina (30 ug),
ceftiofur (30 ug), enrofloxacina (5 ug), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg),
neomicina (30 ug), oxacilina (5 ug), penicilina (10 Ul), sulfa/trimetoprim (25 ug)
e vancomicina (30 pg). As linhagens foram consideradas multirresistentes
quando houve resisténcia simultdnea a cinco ou mais antimicrobianos testados
(RIBEIRO et al., 2009; GARINO JR. et al.; 2011).
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4.6 Avaliagcao de residuos de antimicrobianos e/ou substancias
inibidoras da multiplicagao microbiana no leite

A determinacdo de residuos de antimicrobianos e/ou substancias
inibidoras da multiplicagdo microbiana foi realizada utilizando o kit Delvotest™",
de acordo com as normas do fabricante. O Delvotest™ é um sistema de teste
microbiolégico que tem como objetivo detectar a presenca de substancias
antibacterianas no leite, pela inibicdo da multiplicagdo do micro-organismo
Bacillus  stearothermophilus var. calidolactis, sensivel aos principais
grupamentos de antimicrobianos de uso humano e veterinario.

Uma aliquota de 0,1 mL de cada amostra de leite foi disposta em uma
placa contendo o meio de cultura e o micro-organismo. Em seguida, o kit foi
incubado a 64°C + 5°C por 3-4 horas. Apods este periodo a presenga de
residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras impede ou reduz a
multiplicagdo do micro-organismo, e o meio com indicador de pH néo altera sua
cor, permanecendo azul, caracterizado como positivo. Na auséncia de
antimicrobianos detectaveis pelo teste e/ou substancias inibidoras no leite, o
micro-organismo se multiplicara acidificando o meio, que assume tonalidade

amarelada, resultado considerado negativo (Figura 06).

Figura 06. Determinacdo de residuos de antimicrobianos e/ou substancias
inibidoras da multiplicagao microbiana em amostras de leite humano, bovino e

caprino utilizando o kit Delvotest™. Botucatu, SP, 2011.

* - : controle negativo. + : controle positivo

' Delvotest™: DSM Food Specialties Dairy Ingredients — The Netherlands.
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4.7 Deteccao de linhagens de Staphylococcus spp. produtoras de
hemdlise, investigagdao fenotipica e genotipica de MRS e pesquisa de
toxinas

O antibiograma foi utilizado como critério de sele¢cdo das linhagens de
ECP e ECN isoladas de amostras de leite proveniente do BLH de Botucatu, SP,
bem como isolados obtidos de leite de vacas e cabras, com e sem mastite,
para a realizacdo de investigacdo fenotipica e genotipica, com o intuito de
detectar a presenca de hemodlise ao redor das colbnias, investigar linhagens
MRS, e linhagens com de genes para toxinas (sea, seb, sec, sed e tsst-1), bem
como produtoras das enterotoxinas A, B, Ce D e TSST-1.

Como controles positivo e negativo foram utilizadas, respectivamente, as
cepas-padrao S. aureus ATCC 33591 e S. aureus ATCC 25923, cedidas pela
Profa. Dra. Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha, do Departamento de

Microbiologia e Imunologia do IB/JUNESP — Botucatu, SP.

4.7.1 Deteccgao fenotipica de hemoélise em agar acrescido de sangue

As linhagens produtoras de hemolise foram avaliadas em meio de agar
acrescido de sangue bovino (5%) desfibrinado, conforme descrito no item 4.4,
mantidas em condi¢cdes de aerobiose, a 37°C, por 72 horas. As colbnias que
apresentaram halo de hemolise ao seu redor no meio de agar sangue foram
consideradas hemoliticas (QUINN et al., 2005).

4.7.2 Teste de difusao com discos para detecgao fenotipica de MRS

O teste de sensibilidade a oxacilina foi realizado pela técnica de difusao
em agar (CLSI, 2006). Para o preparo dos indculos foram utilizadas culturas em
caldo BHI (“Brain Heart Infusion”), previamente incubadas por 24 horas e
posteriormente diluidas na escala 0.5 de MacFarland. O in6culo foi semeado
em agar Mueller-Hinton e, posteriormente, foram dispostos discos impregnados
com oxacilina (1 pg) e cefoxitina (30 pg), incubados a temperatura de 35°C por
24 horas, com leitura do diametro do halo de inibi¢ado interpretado com base

nas normas vigentes (CLSI, 2006).
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4.7.3 Concentragao inibitoria minima — CIM para detecgao de MRS

A concentracéao inibitéria minima foi avaliada pela técnica da difusdo em
agar, empregando-se fitas de oxacilina (0,016 — 0,256 pg/mL)?. Para o
preparo dos inéculos foram utilizadas culturas em caldo BHI, previamente
incubadas por 24 horas e, posteriormente, diluidas na escala 0.5 de
MacFarland. O inéculo foi semeado em agar Muieller Hinton. Em seguida, foram
dispostas as fitas impregnadas com diferentes concentragbes do farmaco. As
placas foram incubadas a temperatura de 35°C, por 24 horas, e o halo de

inibicdo interpretado com base nas normas vigentes (CLSI, 2010) [Figura 07].

Figura 07. Deteccédo fenotipica da presenca de resisténcia a meticilina em
linhagem de Staphylococcus spp. isoladas de amostra de leite, utilizando o
método de CIM com fitas impregnadas com oxacilina® (0,015 — 256 pg/mL).
Botucatu, SP, 2011.

* CIM = concentragao inibitéria minima.

4.7.4. Avaliagcao genotipica de linhagens MRS e detec¢ao de gene
para toxinas

4.7.4.1 Extragao do DNA

O acido nucléico total foi extraido a partir das linhagens de ECP e ECN

cultivadas em agar acrescido de sangue bovino (5%) desfibrinado, inoculadas

2 M.I.C. Evaluater Strips: Oxoid ™.
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em BHI e incubadas a 37°C, por 24 horas. A extracao foi realizada com o kit
lllustra Blood GenomicPrep Mini Spin™ (G.E. Healthcare Life Sciences), que
consiste na digestado dos isolados com lisozima (10 mg/mL) e proteinase K (20
mg/mL). A seguir, 500 pyL da solu¢do de extracdo foram adicionados a mistura
e centrifugado a 5.000 g por 1 min.

O sobrenadante foi transferido para a coluna e novamente centrifugado a
5.000 g por 1 min. A parte liquida foi descartada e 500 yL da solugdo de
extragao foram adicionados a coluna. Apos a centrifugacéo e descarte da parte
liquida, 500 pL da solugdo de lavagem foram adicionados a coluna e
submetidos a nova centrifugacdo a 14.000 g por 3 min. Em seguida, 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 eluigéo. O produto obtido foi centrifugado a 5000 g
por 1 minuto para a recuperacdo do DNA e a coluna desprezada. O DNA

extraido foi acondicionado sob refrigeracéo, em freezer a -20°C.

4.7.4.2 Validagao da extragao do DNA

Para comprovar a qualidade da extracédo e confirmar que o DNA extraido
pertence ao género Staphylococcus spp. foi realizada a pesquisa dos genes da
subunidade 16S do rRNA (Figura 08). As reagdes de PCR foram realizadas em
tubos de microcentrifuga de 0,5 mL em volumes totais de 25 pyL contendo 20
pmol de cada primer, 2,5 U de Taq DNA polimerase, 200 yM dNTPs, 20 mM de
Tris-HCI, pH 8,4, 1,5 mM de MgCl,, e 3 pL de DNA. A amplificagéo foi realizada
em termociclador (MJ Research PTC-100), utilizando os primers 16S1 (CCT
ATA AGA CTG GGATAACTT CGG G)e 16S2 (CTT TGAGTT TCAACC TTG
CGG TCG) — 791 (pb), empregando os parametros descritos por Mason et al.
(2001): 36 ciclos de desnaturagao a 94°C por trinta segundos, anelamento dos
primers a 55°C por um minuto e extensao a 72°C por um minuto. Apds o ultimo
ciclo, foi realizada extenséo final a 72°C por dez minutos, antes do resfriamento
a4°C.

Em todas as reagbes foram utilizadas agua Milli Q esterilizada como
controle negativo e, como controle positivo, a linhagem de referéncia S. aureus
ATCC 33591, cedida pela Profa. Dra. Maria de Lourdes R. S. Cunha, do
Departamento de Imunologia e Microbiologia do IB/JUNESP — Botucatu, SP.
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Figura 08. Eletroforese em gel de agarose 2% para visualizagdo dos genes da
subunidade 16S do rRNA em linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de
amostras de leite: 1-10: linhagens de Staphylococcus spp.; 11: amostra
negativa; 12: controle positivo; 13: controle negativo; 14: DNA ladder 100 pb.
Botucatu, SP, 2011.

4.7.4.3 Amplificagcao do DNA (PCR) para detecgdao de linhagens de
MRS

As reacgdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5
mL em volumes totais de 25 pL contendo 10 pmol de cada primer, 2,0 U de Taq
DNA polimerase, 100 yM dNTPs, 10 mM de Tris-HCI, pH 8,4, 0,75 mM de
MgCl,, e 3 uL de DNA. A reagéao foi realizada em termociclador utilizando os
primers mecA1 (AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG) e mecA2 (AGT TCT
GCA GTA CCG GAT TTG) — 533 (pb), conforme as condigdes de ciclos
descritas por Murakami et al. (1991): 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C por
trinta segundos, anelamento dos primers a 55,5°C por trinta segundos e
extensdo a 72°C por um minuto. Apds os 40 ciclos, os tubos foram incubados a
72°C por 5 minutos antes de resfriar a 4°C.

Foram utilizados como controle positivo cepa S. aureus ATCC 33591 e

controle negativo a cepa S. aureus ATCC 25923.
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4.7.4.4 Amplificacado do DNA (PCR) para deteccdao de linhagens
toxigénicas

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5
mL, em volumes totais de 25 uL, contendo 10 pmol de cada primer (Quadro
02), 20 U de Taq DNA polimerase, 100 pM desoxiribonucleotideos
trifosfatados, 10 mM de Tris-HCI, pH 8,4, 0,75 mM de MgCl,, e 3 uL de DNA.
Em todas as reagbes foi utilizado controle negativo, substituindo-se o acido
nucléico por agua.

A amplificacao foi realizada em termociclador de acordo com Johnson et
al. (1991), modificado por Cunha et al. (2006), como segue: primeiro ciclo a
94°C por quatro minutos, desnaturagao a 94°C por dois minutos, anelamento
dos primers a 55°C e extensdo a 72°C durante um minuto e trinta segundos.
Em seguida foi realizado o segundo ciclo de desnaturagdo a 94°C por dois
minutos, anelamento a 53°C e extensédo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos.
No terceiro ciclo, a temperatura de anelamento foi reduzida para 51°C, seguido
por mais 37 ciclos com os mesmos parametros. Apos completar 40 ciclos, os

tubos foram incubados a 72°C por 7 minutos e posteriormente resfriados a 4°C.

Quadro 02. Iniciadores utilizados para detecgdo de genes codificadores de
toxinas em linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite humano, bovino
e caprino, utilizando PCR. Botucatu, SP, 2011.

Gen Sequéncia de oligonucleotideos (5’°-3’) Produto amplificado (pb)

sea TTG GAA ACG GTT AAAACG AA 120
GAA CCT TCC CAT CAAAAACA

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 TAATAT CTC CT 317
TAATGC TAT ATC TTA TAG GG

tsst ATG GCAGCATCAGCT TGATA 350

TTT CCAATAACCACCCGTTT

Fonte: Johnson et al., 1991.
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4.7.4.5 Eletroforese em gel de agarose

A eficiéncia das amplificagcdes foi confirmada pela eletroforese da reagao
em gel de agarose a 2%, preparado em tampao 1,0 X TBE e corado com SYBR
Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen™) na concentragéo de 1uL/10 mL de gel. O
padrdao de peso molecular utilizado foi de 10 uL do Ladder de 100 pb (Norgen

Biotek™

). As corridas em eletroforese foram realizadas em cubas horizontais
contendo TBE 0,5X a 110 V. Posteriormente, os géis foram visualizados e

fotografados em transiluminador de luz ultravioleta.

4.7.5 Deteccao de linhagens de Staphylococcus spp. produtoras de
toxinas

As linhagens de ECP e ECN isoladas de leite de mulheres e de leite de
vacas e cabras, com e sem mastite, que expressaram gene codificador de
toxina foram submetidas & técnica de aglutinagdo passiva reversa em latex (SA
et al., 2004), utilizando os kits SET RPLA e TSST-RPLA (Oxoid™), com o
objetivo de detectar a produgéo das toxinas SEA, SEB, SEC, SED e TSST-1. A
deteccgdo das toxinas de Staphylococcus spp. foi realizada no Departamento de

Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu, SP.

4.7.5.1 Producgao de enterotoxinas

4.7.5.1.1 Staphylococcus aureus

A producao de enterotoxinas A, B, C, D e toxina 1 da sindrome do choque
téxico (TSST-1) em linhagens de S. aureus foi pesquisada utilizando o método
de “celofane over agar”, descrito por Hallander (1965).

Para a realizagdo desta técnica foram utilizados circulos de papel
celofane de 100 mm de didmetro, cortados e dispostos intercalados com
circulos de papel filtro de mesmo didmetro, em placas de petri de vidro,
umedecidos com agua destilada, autoclavados a 121°C por 20 minutos. Os
circulos de papel celofane foram transferidos assepticamente para placas de
petri de 100 mm contendo 15 a 20 mL de agar infusdo cérebro coragao
(Oxoid™), enriquecido com 1% de extrato de levedura (Merck'™). Sobre o
circulo de papel celofane foram semeados 100 pL do inéculo, que foi
espalhado homogeneamente com auxilio de bastdo de vidro em “L”. Em

seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apos este periodo, o
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material de multiplicagéo bacteriana sobre o celofane foi lavado com 2,5 mL de
solugao de Na;HPO, a 0,01M (Figura 09). A suspensdo celular obtida foi
centrifugada a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante
acondicionado em tubos "eppendorf" e estocados a temperatura de -20°C, até

o momento de sua utilizagdo para a pesquisa de toxinas.

Figura 09. Produgédo de toxinas em linhagens de S. aureus pelo método de
“celofane over agar’. A: Retirada do papel filtro. B: Disposicdo do papel
celofane em placa de petri contendo agar BHI. C: Deposi¢céo do indculo sobre a
folha de celofane. D: Multiplicagcdo bacteriana apos 24 horas de incubacéo,
lavado com solugao de Na,HPO4 a 0,01M. Botucatu, SP, 2011.

4.7.5.1.2 ECN e outras linhagens de ECP
Para a determinacdo da produgdo das enterotoxinas A, B, C, D e da
toxina TSST-1 em linhagens de ECN e ECP (exceto S. aureus) isoladas de

leite humano, bovino e caprino foi utilizada a técnica de produgao de toxinas
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pelo método de saco de dialise de Donnelly et al. (1967). Os sacos de dialise
(Difco™) de 30 a 40 cm foram previamente lavados em agua destilada,
amarrados em uma das extremidades e preenchidos com 50 mL de caldo BHI,
em concentracao dupla, e amarrados na outra extremidade.

Apods, os sacos de dialise foram dispostos em erlenmeyers de 250 mL
para adotarem a forma de “U” no fundo do frasco. Os frascos foram
autoclavados durante 15 minutos a 121°C e, posteriormente, volumes de 18,0
mL de tampé&o fosfato (0,02 M, pH 7,2 em 0,9% de NaCl) foram inoculados com
conteudo de uma alca de platina das estirpes previamente cultivadas em 5,0
mL de caldo BHI a 37°C, por 18 horas em agitador.

As misturas foram transferidas para os erlenmeyers contendo os sacos de
didlise, os quais foram incubados a 37°C por 24 horas com agitagao de 130
rom. ApoOs incubagdo, as culturas foram centrifugadas a 8.000 x g / 4°C,
durante 10 min. Os sobrenadantes foram conservados a -20°C até a utilizacao
(Figura 10).

Figura 10. Producéao de toxinas pelo método de saco de didlise. A: Frascos de
erlenmeyer contendo solugdo tampdo inoculada com linhagens de
Staphylococcus spp. e sacos de dialise repletos de BHI em concentragcao
dupla, dispostos em agitador, mantidos a 37°C por 18 horas. B: Multiplicagao

de linhagens de Staphylococcus spp. Botucatu, SP, 2011.
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4.7.5.2 Deteccao das enterotoxinas A, B, C, D e TSST-1 pelo Método
de Aglutinagdao em Latex (RPLA)

A deteccdo do produto extracelular foi realizada pelo método de
aglutinacao reversa passiva em latex (RPLA), segundo Shingaki et al. (1981). A
detecgao das enterotoxinas A, B, C e D foi realizada utilizando o kit SET-RPLA
Toxin Detection (Oxoid™) e da TSST-1 pelo kit TSST-RPLA Toxin Detection
(Oxo0id™). Em pocos de microplaca (fundo em V), foram dispostos 25 uL dos
sobrenadantes obtidos conforme itens 4.7.5.1.1 e 4.7.5.1.2, filtrados
previamente em membrana Millipore 0,22 pym com o intuito de evitar a
ocorréncia de reacgodes inespecificas.

A seguir, foram adicionados 25 uL do latex sensibilizado com as anti-
enterotoxinas e com anti-TSST. As toxinas das cepas padrao foram utilizadas
como controle positivo e as reacgdes inespecificas foram analisadas
adicionando-se 25 plL do sobrenandante em 25 uL do latex controle. As placas
foram cobertas com celofane e os reagentes homogeneizados em micromixer
por trés minutos. Apds incubagao durante 24 horas em temperatura ambiente,
os resultados foram registrados com o auxilio de lupa e iluminagéo. A formacéao

de um bot&o roseo foi interpretada como resultado negativo.

4.8 Analise estatistica

As frequéncias absolutas e relativas do isolamento de micro-organismos
em leite foram tabuladas e, calculado o intervalo de confianga 95% (1C95%),
tanto para amostras positivas quanto negativas. A associacdo entre o perfil
microbioldgico, a acidez titulada em °D e a presenca de residuos em leite de
animais com e sem mastite foram comparadas entre si em tabelas de
contingéncia, utilizando-se os testes apropriados em cada caso, a saber qui-
quadrado (y°), teste Exato de Fisher e teste G de Williams.

A comparacao fenotipica e genotipica entre linhagens de ECP e ECN
isolados de amostras de leite humano, bovino e caprino resistentes a meticilina
e/ou oxacilina e com a presenga de genes para toxinas, bem como produtoras
de toxinas foram analisadas pelo teste de Fischer ou pelo teste de Qui-
quadrado. Em todas as analises foram consideradas diferengas

estatisticamente significantes para valores de p< 0,05.
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A analise estatistica foi realizada pelo Prof. Dr. Aristeu Vieira da Silva, do
Departamento de Ciéncias Biolégicas da Universidade Estadual de Feira de

Santana, BA, Brasil.
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5. RESULTADOS

5.1 Diagnoéstico de mastite clinica e subclinica em vacas e cabras

5.1.1 Vacas

Dentre os 200 tetos de diferentes vacas avaliadas com mastite foi
constatada a ocorréncia de alteragdes clinicas no leite pelo teste de Tamis em
29 (14,50%) amostras de leite. A presenga de mastite subclinica detectada pelo
CMT foi observada em 171 (85,50%) tetos amostrados.

5.1.2 Cabras
Dos 200 tetos avaliados de cabras com mastite, 05 (2,50%) apesentaram
mastite clinica (com presenga de grumos no leite), enquanto 195 (97,50%)

apresentaram mastite subclinica diagnosticada pelo CMT.

5.2 Analises fisico quimicas

5.2.1 Avaliagao da acidez e crematécrito em leite humano

Os dados referentes a acidez titulada em graus Dornic (°D) variaram de
2,5°D a 12,5°D (Tabela 01). Foi observado que 95,42% das amostras de leite
cru de mulheres acusaram acidez titulavel < 7,5 °D e apenas 4,58% acidez
titulavel = 7,5°D.

Tabela 01. Resultado da acidez titulavel em graus Dornic (°D) em 240
amostras de leite humano cru ordenhado, provenientes do BLH do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP. Botucatu, SP, 2011.

N2 de amostras (%) Acidez Titulavel (°D)

107 (44,59%) 2,5

102 (42,50%) 5,0
20 (8,33%) 7,5
06 (2,50%) 10,0
05 (2,08%) 12,5

240 (100,00%) TOTAL

* %: Porcentagem; °D: Graus Dornic.
** Valor aceitavel pela RNBLH: 1-8°D.
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A variagao dos teores de creme, gordura total e valores energéticos

encontrados nas amostras de leite das mulheres amostradas apresentam-se

sumariadas na Tabela 02.

Tabela 02. Resultados dos teores de creme, gordura total e valores

energéticos obtidos de 240 amostras de leite humano cru proveniente do BLH,
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP. Botucatu, SP,

2011.

Constituintes do leite Valor minimo Valor maximo
Teor de Creme (%) 1,54 11,29
Gordura Total (%) 0,65 7,33
Valor Energético (Kcal/L) 392,77 1044,19

* %: Porcentagem; Kcal/L: Kilocaloria por litro.

5.2.2 Deteccao de acidez em leite bovino e caprino
5.2.2.1 Leite de vacas

A acidez titulada em graus Dornic (°D) de 200 amostras de leite bovino

classificadas como mastitico e 200 amostras negativas para mastite

demonstraram ampla variagéo, de 5,0 a 24 °D (Tabela 03).

Foi

observada diferenga estatistica significante (p<0,05) quando

comparada a acidez do leite de vacas com e sem mastite (Tabela 04).
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Tabela 03. Resultado da acidez titulada em graus Dornic (°D) de 200 amostras
de leite cru de vacas com mastite e 200 amostras negativas para mastite,

provenientes de propriedades do interior de Sdo Paulo. Botucatu, 2011.

Acidez dornic Leite bovino com mastite Leite bovino sem mastite

(°D) N2 de amostras (%) N2 de amostras (%)
5,0 01 (0,50) 01 (0,50)
7,0 05 (2 50) 0 (0,00)
8,0 2 (1,00) 02 (1,00)
9,0 05 (2,50) 0 (0,00)
10,0 12 (6,00) 02 (1,00)
11,0 11 (5,50) 0 (0,00)
12,0 14 (7,00) 02 (1,00)
13,0 22 (11,00) 13 (8,50)
14,0 15 (7,50) 23 (11,50)
15,0 24 (12,00) 10 (5,00)
16,0 16 (8,00) 25 (12,50)
17,0 25 (12,50) 13 (8,50)
18,0 17 (8,50) 41 (20,50)
19,0 3 (6,50) 33 (16,50)
20,0 6 (3,00) 18 (9,00)
21,0 08 (4,00) 13 (8,50)
22,0 1 (0,50) 02 (1,00)
23,0 2 (1,00) 02 (1,00)
24,0 01 (0,50) 0 (0,00)
TOTAL 200 (100,00) 200 (100,00)

*°D: Graus Dornic; N% Numero; %: Porcentagem.

** Valor ideal da acidez dornic estipulado para leite de vacas pela legislagéo nacional: 14-18°D.
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Tabela 04. Comparacao dos resultados relativos a acidez titulada em graus
Dornic (°D) de acordo com os valores estabelecidos pela IN 22, em 200
amostras de leite cru de vacas com mastite e 200 amostras negativas para
mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao Paulo,

utilizando o teste de qui-quadrado. Botucatu, 2011.

Acidez (°D)
Vacas Abaixo do ideal Ideal Elevada Total
N° % N® % N° % N° %
Com mastite 72 36,00 97 48,50 31 15,50 200 100

Sem mastite 20 10,00 112 56,00 68 34,00 200 100
*°D: Graus dornic; N% Numero; %: porcentagem; Valor de p (xz) <0,0001.

** Valor ideal da acidez dornic estipulado para leite de vacas pela legislagéo nacional: 14-18°D.

5.2.2.2 Leite de cabras

A acidez titulada em graus Dornic (°D) de 200 amostras de leite de cabras
com mastite e 200 amostras negativas para mastite demonstraram grande
variagéo, de 5,0 a 32°D (Tabela 05).

Nao foi verificada diferenga estatistica (p>0,05) ao comparar a acidez

dornic do leite de cabras com mastite e sem mastite (Tabela 06).
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Tabela 05. Resultado da acidez titulada em graus Dornic (°D) de 200 amostras
de leite cru de cabras com mastite e 200 amostras negativas para mastite,
provenientes de propriedades do interior do estado de Sado Paulo. Botucatu,
2011.

Acidez dornic  Leite caprino com mastite Leite caprino sem mastite

(°D) N2 de amostras (%) N2 de amostras (%)
5,0 01 (0,50) 01 (0,50)
9,0 2 (1,00) 01 (0,50)
10,0 08 (4,00) 0 (0,00)
11,0 01 (0,50) 04 (2,00)
12,0 07 (3,50) 03 (1,50)
13,0 09 (4,50) 06 (3,00)
14,0 14 (7,00) 15 (7,50)
15,0 23 (11,50) 13 (6,50)
16,0 10 (5,00) 16 (8,00)
17,0 12 (6,00) 20 (10,00)
18,0 30 (15,00) 37 (18,50)
19,0 14 (7,00) 18 (9,00)
20,0 0 (5,00) 16 (8,00)
21,0 0 (5,00) 13 (7,00)
22,0 0 (5,00) 1 (5,50)
23,0 3 (6,50) 8 (4,00)
24,0 06 (3,00) 6 (3,00)
25,0 11 (5,50) 5 (2,50)
26,0 01 (0,50) 02 (1,00)
27,0 02 (1,00) 0 (0,00)
28,0 05 (2,50) 0 (0,00)
29,0 01 (0,50) 01 (0,50)
30,0 0 (0,00) 01 (0,50)
31,0 0 (0,00) 01 (0,50)
32,0 0 (0,00) 01 (0,50)
TOTAL 200 (100,00) 200 (100,00)

*°D: Graus Dornic; N Numero; %: Porcentagem.

** Valor ideal da acidez dornic estipulado para leite de vacas pela legislagéo nacional: 13-18°D.
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Tabela 06. Comparacao dos resultados relativos a acidez titulada em graus
Dornic (°D) de acordo com os valores estabelecidos pela IN 37, em 200
amostras de leite cru de cabras com mastite e 200 amostras negativas para
mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao Paulo,

utilizando o teste de qui-quadrado. Botucatu, 2011.

Acidez (°D)
Cabras Abaixo do ideal Ideal Elevada Total
N° % N2 % N2 % Ne %
Com mastite 19 9,50 98 49,00 83 41,50 200 100,00

Sem mastite 10 5,00 107 53,50 83 4150 200 100,00
* °D: Graus dornic; N%: Numero; %: porcentagem; Valor de p (xz) =0,2118.

** Valor ideal da acidez dornic estipulado para leite de vacas pela legislagéo nacional: 13-18°D.

5.3 Isolamento e caracterizagao bioquimica dos micro-organismos

5.3.1 Isolados de leite humano

Staphylococcus spp. (56,45%), Enterobacter spp. (13,44%) e Bacillus spp.
(11,83%) foram os micro-organismos mais frequentemente isolados de 240
amostras de leite de doadoras (Tabela 07). Em contraste, 96 (40,00%) das
amostras nao apresentaram isolamento microbiano (Tabela 08).

Dentre os isolados do género Staphylococcus, 15/105 (14,29%) foram
classificados como ECP e 90/105 (85,71%) como ECN.

S. aureus foi identificado somente em 5/105 (4,76%) das linhagens de
estafilococos, enquanto entre os ECN, S. epidermidis 75/105 (71,43%) foi o
mais frequente (Tabela 09). Nao foi possivel identificar bioquimicamente a
espécie de quatro linhagens de ECN e dez de ECP isolados de LH, sendo que

estes micro-organismos foram classificados como Staphylococcus spp.
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Tabela 07. Micro-organismos isolados de 240 amostras de leite, provenientes
do BLH do HC da Faculdade de Medicina da UNESP. Botucatu, SP, 2011.

Micro-organismos

N2 linhagens/ total de linhagens isoladas (%)

Staphylococcus spp.
Enterobacter spp.

Bacillus spp.
Streptococcus spp.
Acinetobacter spp.
Leveduras

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Hafnia alvei

Klebsiella oxytoca

Micrococcus spp.

105/186 (56,45)
25/186 (13,44)
22/186 (11,83)
09/186 (4,84)
08/186 (4,30)
07/186 (3,76)
03/186 (1,61)
03/186 (1,61)
02/186 (1,08)
01/186 (0,54)
01/186 (0,54)

* N% Numero; %: Porcentagem.

Tabela 08: Total de amostras de leite humano, positivas e negativas para

isolamento microbiano em 240 amostras de leite provenientes do BLH do HC
da Faculdade de Medicina da UNESP. Botucatu, SP, 2011.

Isolamento microbiano

Amostras de LH e % 1C95%
Positivas 144 60,00 53,70-66,00
Negativas 40,00 34,00-46,30

* LH: leite humano; N° Numero; %: Porcentagem; IC95%: Intervalo de confianga de 95%.

** Intervalo de confianga que ndo se sobrepdéem demonstram diferencas significativas entre as

porporgdes.
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Tabela 09. Espécies de ECP e ECN isoladas de amostras de leite de mulheres
provenientes do BLH, do HC da Faculdade de Medicina da UNESP. Botucatu,
SP, 2011.

N2 linhagens/ total de Staphylococcus spp.

Espécies

isolados (%)

ECP
Staphylococcus spp. 10/105 (9,52)
S. aureus 05/105 (4,76)

ECN
S. epidermidis 75/105 (71,43)
S. saprophyticus 06/105 (5,71)
Staphylococcus spp. 04/105 (3,81)
S. simulans 02/105 (1,90)
S. xylosus 02/105 (1,90)
S. lugdunensis 01/105 (0,95)

* N Numero; %: Porcentagem; ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos

coagulase negativos.

5.3.2 Isolados de leite de vacas

Dentre 200 amostras de leite bovino com e sem mastite, 59 (29,50%) e
151 (75,50%), respectivamente, ndo apresentaram isolamento microbiano.

Foi verificada diferenga estatistica significante (p<0,05) entre isolamento
microbiano de amostras de leite de vaca com e sem mastite (Tabela 10).

Streptococcus spp. (32,68%), Staphylococcus spp. (30,72%) e
Corynebacterium bovis (20,26%) foram os micro-organismos mais comumente
isolados em 200 amostras de leite com mastite. Nas amostras negativas para
mastite foram isolados com maior frequéncia Corynebacterium bovis (32,73%),

Staphylococcus spp. (27,27%) e Streptococcus spp. (20,00%) [Tabela 11].

Salerno, T., 2011.



87

Tabela 10. Comparagao utilizando o teste de qui-quadrado, entre as 200
amostras de leite de vacas com mastite e 200 amostras de leite negativas para
mastite provenientes de propriedades do interior do estado de Sdo Paulo que

apresentaram isolamento microbiano. Botucatu, 2011.

Isolamento microbiano em amostras de leite de vacas

Positivo Negativo
Vacas
N° de amostras . N2 de amostras o
de leite ° de leite °
Com mastite 141 70,50 59 29,50
Sem mastite 49 24,50 151 75,50

* N2 Numero; %: Porcentagem;Valor de p (x°) <0,0001.

Tabela 11. Micro-organismos isolados de 200 amostras de leite cru de vacas
com mastite e 200 amostras negativas para mastite, provenientes de

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

Vacas com mastite Vacas sem mastite
Micro-organismos N2 linhagens/ total de N¢ linhagens/ total de
linhagens isoladas (%) linhagens isoladas (%)
Bacillus spp. 5/153 (3,27) 6/55 (10,91)
Corynebacterium bovis 31/153 (20,26) 18/55 (32,73)
Enterobacter spp. 12/153 (7,84) 5/55 (9,09)
Escherichia coli 6/153 (3,92) 0/55 (0,00)
Levedura 1/153 (0,65) 0/55 (0,00)
Nocardia spp. 1/153 (0,65) 0/55 (0,00)
Staphylococus spp. 47/153 (30,72) 15/55 (27,27)
Streptococcus spp. 50/153 (32,68) 11/55 (20,00)

* N% Numero; %: Porcentagem.

Dos Staphylococcus spp. isolados de vacas com mastite, 24/47 linhagens
(51,07%) foram classificadas como ECP e 23/47 isolados (48,93%) como ECN.
S. aureus 19/47 (40,43%) e S. saprophyticus 5/47 (10,60%) foram as espécies

isoladas com maior frequéncia.
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Nas amostras de leite cujas vacas foram negativas para mastite, apenas
uma (6,67%) linhagem de Staphylococcus spp. foi classificada como coagulase
positiva, caracterizada bioquimicamente como S. intermedius. As demais 14/15
linhagens (93,33%) foram classificadas como ECN, das quais 04/15 (26,67%)
representadas por S. chromogenes (Tabela 12).

Nao foi possivel identificar pelas provas bioquimicas utilizadas trés
espécies de ECN isolados de leite de vacas mastiticas e trés ECN provenientes
de vacas negativas para mastite. Estes isolados foram classificados como
Staphylococcus spp.

Tabela 12. Espécies de ECP e ECN isoladas de amostras de leite de vacas
com e sem mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao
Paulo. Botucatu, 2011.

Vacas com mastite Vacas sem mastite
Espécies N® linhagens/ total de N2 linhagens/ total de
Staphylococcus spp. Staphylococcus spp.
isolados (%) isolados (%)
ECP
S. aureus 19/47 (40,43) 0/15 (0,00)
S. intermedius 05/47 (10,64) 01/15 (6,67%)
ECN
S. chromogenes 04/47 (8,51) 04/15 (26,67)
S. epidermidis 04/47 (8,51) 01/15 (6,67)
S. haemolyticus 03/47 (6,38) 0/15 (0,00)
S. pasteuri 02/47 (4,26) 01/15 (6,67)
S. saprophyticus 05/47 (10,60) 01/15 (6,67)
S. simulans 01/47 (2,13) 03/15 (20,00)
Staphylococcus spp. 03/47 (6,38) 03/15 (20,00)
S. warneri 01/47 (2,13) 01/15 (6,67)

* ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos; N°:

Numero; %: Porcentagem.
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5.3.3 Isolados de leite de cabras

Das 200 amostras de leite de cabras com e sem mastite, 64 (32,00%) e
150 (75,00%), respectivamente, ndo apresentaram isolamento microbiano.

A comparagdo entre o isolamento de micro-organismos de amostras de
leite de cabras, com e sem mastite, revelou diferenca estatistica significante
(p<0,05) [Tabela 13].

Tabela 13: Comparagao utilizando o teste de qui-quadrado, entre as 200
amostras de leite de cabras com mastite e 200 amostras de leite negativas
para mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao Paulo

que apresentaram isolamento microbiano. Botucatu, 2011.

Isolamento microbiano em amostras de leite de cabras

Positivo Negativo
Cabras
N° de amostras N° de amostras
% %
de leite de leite
Com mastite 136 68,00 64 32,00
Sem mastite 50 25,00 150 75,00

* N Numero; %: Porcentagem; Valor de p (x°) <0,0001.

Staphylococcus spp. foram as estirpes isoladas com maior frequéncia em
116/136 (85,29%) e 40/50 (80,00%) amostras de leite caprino com e sem
mastite, respectivamente (Tabela 14).

Dentre os micro-organismos pertencentes ao género Staphylococcus
isolados de cabras com mastite, 16/116 (13,79%) foram identificados como
ECP e classificados como S. aureus, enquanto 100/116 (86,21%) como ECN.
S. epidermidis 42/116 (36,21%) e S. lugdunensis 30/116 (25,86%) foram as
espécies mais frequentes entre os ECN isolados de cabras com mastite.

Dentre 40 linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de cabras sem
mastite, apenas uma (2,50%) foi classificada como coagulase positiva,
caracterizada bioquimicamente como S. aureus. As demais 39/40 linhagens

(97,44%) foram classificadas como ECN. No leite com mastite, 17/40 linhagens
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(42,50%) foram representadas por S. epidermidis e 15/40 (37,50%) por S.

lugdunensis (Tabela 15).

Tabela 14. Micro-organismos isolados de 200 amostras de leite cru de cabras

com mastite e 200 amostras negativas para mastite, provenientes de

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

Micro-organismos

Cabras com mastite

Cabras sem mastite

N? linhagens/ total de

linhagens isoladas (%)

N¢ linhagens/ total de

linhagens isoladas (%)

Actinomyces spp.
Bacillus spp.
Escherichia coli
Levedura
Mannheimia haemolytica
Micrococcus spp.
Nocardia spp.
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus spp.

Streptococcus spp.

0/136 (0,00)
8/136 (5,88)
2/136 (1,47)
1/136 (0,74)
1/136 (0,74)
2/136 (1,47)
0/136 (0,00)
2/136 (1,47)
116/136 (85,29)
41136 (2,94)

1/50 (2,00)
6/50 (12,00)
0/50 (0,00)
0/50 (0,00)
1/50 (2,00)
1/50 (2,00)
1/50 (2,00)
0/50 (0,00)
40/50 (80,00)
0/50 (0,00)

* N% Numero; %: Porcentagem.
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Tabela 15. Espécies de ECP e ECN isoladas de amostras de leite de cabras

com e sem mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao

Paulo. Botucatu, 2011.

Cabras com mastite

Cabras sem mastite

N2 linhagens/ total de

N? linhagens/ total de

Espécies
Staphylococcus spp. Staphylococcus spp.
isolados (%) isolados (%)
ECP
S. aureus 16/116 (13,79) 01/40 (2,50)
ECN
S. auricularis 02/116 (1,72) 01/40 (2,50)
S. capitis urealyticus 02/116 (1,72) 01/40 (2,50)
S. caprae 01/116 (0,86) 0/40 (0,00)
S. chromogenes 04/116 (3,45) 0/40 (0,00)
S. epidermidis 42/116 (36,21) 16/40 (42,50)
S. hyicus 01/116 (0,86) 0/40 (0,00)
S. lugdunensis 30/116 (25,86) 15/40 (37,50)
S. pasteuri 01/116 (0,86) 02/40 (5,00)
Staphylococcus spp. 05/116 (4,31) 1/40 (2,50)
S. saprophyticus 0/116 (0,00) 01/40 (2,50)
S. simulans 08/116 (6,90) 01/40 (2,50)
S. xylosus 02/116 (1,72) 0/40(0,00)
S. warneri 02/116 (1,72) 01/40 (2,50)

* ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos; N°:

Numero; %: Porcentagem.

5.4 Teste de sensibilidade microbiana “in vitro”

5.4.1 Isolados de leite humano

Amoxacilina com &cido clavulanico (79,62%), vancomicina (73,25%) e

cefalexina (71,34%) foram os antimicrobianos mais efetivos frente as linhagens

isoladas de LH cru. As maiores taxas de resisténcia dos isolados foram

verificadas para penicilina (89,81%), ampicilina (85,99%) e oxacilina (75,16%).

A multirresisténcia das linhagens para cinco ou mais antimicrobianos foi
observada em 104/157 (66,24%) dos isolados (Tabela 16).
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Tabela 16. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, em estirpes isoladas de
240 amostras de leite provenientes do BLH do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da UNESP. Botucatu, SP, 2011.

S PS R

Antimicrobianos N2 linhagensi/total isolados (%)
Amoxacilina/ 125/157 5/157 27/157
acido clavulanico (79,62) (3,18) (17,20)
Ampicilina 21/157 1/157 135/157
i (13,38)  (0,64) (85,99)
Cefalexina 112/157 6/157 39/157
(71,34)  (3,82) (24,84)

Cefoperazona 94/157  50/157 13/157
P (59,87)  (31,85) (8.,28)
Cefoxitina 66/157 511357 86/157
(42,04)  (3,18) (54,78)

Eritromicina 20/157  43/157 94/157
(12,74)  (27,39) (59,87)

Gentamicina 96/157 9/157 52/157
(61,15)  (5,73) (33,12)

Neomicina 56/157 61/157 40/157
(35,67)  (38,85) (25,48)
Oxacilina 36/157 3/157 118/157
(22,93)  (1,91) (75,17)
Penicilina G 15/157  1/157 141/157
(9,55) (0,64) (89,81)

Sulfa/trimetoprim 103/157 6/157 48/157
P (6561)  (382)  (30,57)
Vancomicina 115/157 0/157 42/157
(73,25) (0,00) (26,75)

* S: Sensivel; PS: Parcialmente Sensivel; R: Resistente; N% Numero; %: Porcentagem.
** O numero total de isolados refere-se aos micro-organismos isolados do LH, exceto Bacillus

spp. e leveduras.

Vancomicina (100,00%), amoxacilina com acido clavulanico (95,24%) e
cefalexina (93,33%) foram os antimicrobianos mais efetivos frente aos

Staphylococcus spp. isolados de LH. As maiores taxas de resisténcia das
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linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de LH foram verificadas para
ampicilina (93,33%), penicilina (91,43%) e oxacilina (66,67%). A
multirresisténcia das linhagens para cinco ou mais antimicrobianos foi

observada em 58/105 (55,24%) dos Staphylococcus spp. isolados (Tabela 17).

Tabela 17. Perfil de sensibilidade “in vitro”, de 105 estirpes de Staphylococcus
spp. isolados de 240 amostras de leite provenientes do BLH do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP. Botucatu, SP, 2011.

S PS R
Antimicrobianos N2 linhagensi/total isolados (%)
Amoxacilina/ 100/105 0/105 5/105
acido clavulanico (95,24) (0,00) (4,76)
Ampicilina 07/105 0/105 98/105
P (6,67) (0,00) (93,33)
Cefalexina 98/105 3/105 4/105
(93,33)  (2,86) (3,81)
Cefoperazona 73/105  26/105 6/105
P (6952) (2476)  (571)
Cefoxitina 49/105 1/105 55/105
(46,67) (0,95) (52,38)
Eritromicina 17/105 33/105 55/105
(16,19)  (31,43) (52,38)
Gentamicina 60/105 3/105 42/105
(57.14)  (2.86) (40,00)
Neomicina 43/105 37/105 25/105
(40,95) (35,24) (23,81)
Oxacilina 32/105 3/105 70/105
(30,48)  (2,86) (66,67)
Penicilina G 9/105 0/105 96/105

(8,57) (0,00) (91,43)

Sulfa/trimetoorim 71/105 2/105 32/105
P (67,62)  (1,90) (30,48)

105/105 0/105 0/105

(100,00) (0,00) (0,00)

* S: Sensivel; PS: Parcialmente Sensivel; R: Resistente; N% Numero; %: Porcentagem.

Vancomicina
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5.4.2 Isolados de leite de vacas

Nas amostras de leite de vacas com mastite foram observados maiores
indices de sensibilidade dos isolados para amoxacilina com acido clavulanico
(87,07%), cefalexina (84,35%), cefoperazona (72,79%) e cefoxitina (72,79%). A
maior frequéncia de resisténcia dos isolados foi frente a neomicina (61,90%),
sulfa/trimetoprim (55,10%), gentamicina (53,06%) [Tabela 18].

Amoxacilina com acido clavulanico (91,84%), cefalexina (85,7%) e
vancomicina (77,55%) foram os antimicrobianos que apresentaram maior
efetividade frente aos micro-organismos isolados do leite de vacas sem
mastite. As linhagens revelaram maiores taxas de resisténcia frente a
Sulfa/trimetoprim (73,47%), oxacilina (67,35%) e neomicina (42,86%) [Tabela
18].

A multirresisténcia a cinco ou mais antimicrobianos foi observada em
791147 (53,74%) e 20/49 (40,82%) dos micro-organismos isolados de leite das
vacas com e sem mastite, respectivamente.

Cefoxitina (93,62%), amoxacilina com &acido clavulanico (87,23%) e
cefoxitina (85,11%) foram os antimicrobianos mais efetivos frente aos
Staphylococcus spp. isolados de leite de vacas com mastite. As maiores taxas
de resisténcia das linhagens de Staphylococcus spp. isoladas foram verificadas
para neomicina (74,47%), gentamicina (68,09%) e eritromicina (59,57%)
[Tabela 19].

Amoxacilina com acido clavulanico (100,00%), cefalexina (93,33%) e
vancomicina (86,67%) apresentaram maior efetividade frente aos isolados de
Staphylococcus spp. isolados de leite de vacas sem mastite. Eritromicina
(66,67%), gentamicina (60,00%) e neomicina (60,00%) foram os
antimicrobianos com maiores taxas de resisténcia frente as linhagens de
Staphylococcus spp. isoladas de vacas sem mastite (Tabela 19).

A multirresisténcia das linhagens para cinco ou mais antimicrobianos foi
observada em 27/47 (57,45%) e 08/15 (53,33%) linhagens de Staphylococcus

spp. isolados de leite de vacas com e sem mastite, respectivamente.
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Tabela 18. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” em estirpes isoladas de
200 amostras de leite de vacas com mastite e 200 amostras negativas para
mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao Paulo.
Botucatu, 2011.

Vacas com mastite Vacas sem mastite
S PS R S PS R
N¢ linhagens/total isolados N? linhagens/total isolados
Antimicrobianos (%) (%)
Amoxacilina / acido  128/147 08/147  11/147 45/49 2/49 2/49
clavulanico (87,07) (5,44) (7,48) (91,84) (4,08) (4,08)

771147 091147 61147 34/49 4/49 11/49

Ampicilina (5238) (6,12) (41,50) (69,39) (8,16) (22.45)

Cofaloxing 124/147 08147 15147 42049 249  5/49

(84,35) (544) (10,20) (8571) (4,08) (10,20)

Cofonoraona 1071147 27147 131147 3649 949 4/49

P (72,79) (18,37) (8.84)  (73.47) (18.37) (8.16)

Cofoxitina 107147 21147 19147  36/49  3/49  10/49

(7279) (1429) (12,93) (73.47) (612) (20.41)

| 104/149 201149 23147  34/49  7/49  8/49
Ceftiofur

(70,75) (13,61) (15,65) (69,39) (14,29) (16,33)

50/147 27/147 70147 25/49 7/49 17/49

Enrofloxacina (34,01) (18,37) (47,62) (51,02) (14,29) (34,69)

43/147 401147  64/147 21/49 7/49 21/49

Eritromicina (29,25) (27,21) (43,54) (42,86) (14,29) (42,86)
Gentamicina 55/147 14/147 78147  24/49  6/49  19/49
(37,41) (9,52) (53,06) (48,98) (12,24) (38,78)

Neomicin 39/147 171147 91147  22/49  6/49  21/49
(26,53) (11,56) (61,90) (44,90) (12,24) (42,86)

Oxaciling 68/147 06/147 73/147  13/49  3/49  33/49
(46,26)  (4,08) (49,66) (26,53) (6,12) (62,35)

- 64/147 14/147 691147  28/49  6/49  15/49

Penicilina G

(43,54) (9,52) (46,94) (57,14) (12,24) (30,61)

371147 291147  81/147 12/49 1/49 36/49

Sulfa/trimetoprim (25,17) (19,73) (55,10) (24,49) (2,04) (73,47)

80/147 01/147  66/147 38/49 0/49 11/49

Vancomicina (54,42) (0,68) (44,90) (77,55) (0,00)  (22,45)

* 8: Sensivel; PS: Parcialmente Sensivel; R: Resistente; N® Numero; %: Porcentagem.
** O numero total de isolados refere-se aos micro-organismos isolados do leite de vacas com e

sem mastite, exceto Bacillus spp. e leveduras.
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Tabela 19. Perfil de sensibilidade “in vitro” de linhagens de Staphylococcus
spp. isoladas de 200 amostras de leite de vacas com mastite e 200 amostras
negativas para mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de
S&o Paulo. Botucatu, 2011.

Vacas com mastite Vacas sem mastite

S PS R S PS R

N® linhagens/total de N° linhagens/total de

Staphylococcus spp. Staphylococcus spp.

Antimicrobianos isolados (%) isolados (%)
Amoxacilina / acido 41/47 0/47 06/47 15/15 0/15 0/15
clavulanico (87,23) (0,00) (12,77) (100,00) (0,00) (0,00)
. 24/47 0/47 23/47 09/15 0/15 06/15
Ampicilina (51,06) (0,00) (48,94) (60,00) (0,00)  (40,00)
Cefalexina 44/47 01/47 02/47 14/15 0/15 01/15
(93,62) (2,13) (4,26) (93,33) (0,000 (6,67)
Cefoberazona 37147 08/47 02/47 11/15 03/15 01/15
P (78,72) (17,02) (4,26) (73,33) (20,00) (6,67)
Cefoxitina 40/47 01/47 06/47 10/15 0/15 05/15
(85,11)  (2,13) (12,77) (66,67) (0,00) (33,33)
. 37147 07/47 03/47 09/15 04/15 02/15
Ceftiofur

(78,72) (14,89) (6,38) (60,00) (26,67) (13,33)

22/47 03/47 22/47 08/15 01/15 06/15

Enrofloxacina (46,81) (6,38) (46,81) (53,33) (6,67)  (40,00)

04/47  15/47  28/47 0115  04/15  10/15
(8,51) (31,91) (59,57) (6,67) (26,67) (66,67)

11/47 04/47 32/47 05/15 01/15 09/15
(23,40) (8,51) (88,09) (33,33) (6,67) (60,00)

Eritromicina

Gentamicina

06/47 06/47 35/47 05/15 01/15 09/15

Neomicina (12,77) (1277) (7447) (3333) (6,67) (60,00)
. 32147  0/47  15/47  07/15  0/15  08/15
Oxacilina
(68,09) (0,00) (31,91) (46,67) (0,00) (53,33)
- 21/47  0/47  26/47  08/15  0/15  07/15
Penicilina G

(44,68) (0,00) (55,32) (53,33) (0,00) (46,67)

14/47 06/47 27147 08/15 0/15 07/15

Sulfaltrimetoprim — »q 70y (12.77) (57.45) (53.33) (0,00)  (46,67)

30/47 0/47 17/47 13/15 0/15 02/15

Vancomicina (63,83) (0,000 (36,17) (86,67) (0,000 (13,33)

* S: Sensivel; PS: Parcialmente Sensivel; R: Resistente; N® Numero; %: Porcentagem.
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5.4.3 Isolados de leite de cabras

Amoxacilina com acido clavulanico (96,06%), cefalexina (94,49%) e
vancomicina (94,49%) foram os antimicrobianos mais efetivos frente aos micro-
organismos isolados do leite de cabras com mastite. As maiores taxas de
resisténcia dos isolados foram observadas para eritromicina (72,44%),
neomicina (72,44%) e sulfa/trimetoprim (69,29%) [Tabela 20].

As linhagens isoladas do leite de cabras sem mastite foram sensiveis
principalmente para cefalexina (97,73%), amoxacilina com acido clavulanico
(95,35%) e ceftiofur (88,37%). A resisténcia das linhagens isoladas de leite de
cabras sem mastite foi observada predominantemente para sulfa/trimetoprim
(84,09%), enrofloxacina (68,18%) e eritromicina (68,18%) [Tabela 20].

A multirresisténcia a cinco ou mais antimicrobianos foi observada em
84/127 (66,14%) e 32/44 (72,73%) dos micro-organismos isolados de amostras
de leite de cabras com e sem mastite, respectivamente.

Amoxacilina com acido clavulanico (97,41%), cefalexina (96,55%) e
cefoxitina (93,10%) foram os antimicrobianos mais efetivos frente as linhagens
de Staphylococcus spp. isoladas de leite de cabras com mastite. As maiores
taxas de resisténcia dos isolados de Staphylococcus spp. foram observadas
para neomicina (75,00%), eritromicina (74,14%) e sulfa/trimetoprim (70,69%)
[Tabela 21].

As linhagens de Staphylococcus spp. isoladas do leite de cabras sem
mastite foram sensiveis principalmente para cefalexina (100,00%), amoxacilina
com acido clavulanico (97,50%) e ceftiofur (90,00%). A resisténcia das
linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de cabras sem mastite foi
observada predominantemente para sulfa/trimetoprim (87,50%), enrofloxacina
(75,00%) e eritromicina (75,00%) [Tabela 21].

A multirresisténcia a cinco ou mais antimicrobianos foi observada em
79/116 (68,10%) e 31/40 (77,50%) das linhagens de Staphylococcus spp.

isoladas de amostras de leite de cabras com e sem mastite, respectivamente.
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Tabela 20. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, em estirpes isoladas de
200 amostras de leite de cabras com mastite e 200 amostras negativas para
mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao Paulo.
Botucatu, 2011.

Cabras com mastite Cabras sem mastite
S PS R S PS R
N¢ linhagens/total isolados N? linhagens/total isolados
Antimicrobianos (%) (%)
Amoxacilina / acido 122/127 01/127  04/127 42/44 0/44 02/44
clavulanico (96,06) (0,79) (3,15) (95,45) (0,00) (4,55)

471127 031127 7727 17/44 Q144 26/44

Ampicilina (37,01) (2.36) (60,63) (38,64) (227) (59,09

Cotaloxing 120127 01127 07127  43/44  0/44  01/44

(94,49) (0,00) (551) (97.73) (0,00)  (2.27)

Cofoberazona 86/127 34/127 07/127  34/44  08/44  02/44

P (67,72) (26,77) (551) (77.27) (18,18)  (4.55)

Cofoxiting 115127 011127 11127  38/44  0/44  06/44

(90,55) (0,79)  (8,66)  (86,36) (0,000 (13,64)

. 101127 121127 14127  39/44  02/44  03/44
Ceftiofur

(79,53) (9,45) (11,02) (88,64) (4,55) (6,82)

27127 21127 791127 09/44 05/44 30/44

Enrofloxacina (21,26) (16,54) (62,20) (20,45) (11,36) (68,18)

16/127  19/127  92/127 07/44 07/44 30/44

Eritromicina (12,60) (14,96) (72,44) (1591) (1591) (68,18)

38/127 08127  81/127 16/44 01/44 27/44

Gentamicina (29,92) (6,30) (63,78) (36,36) (227) (61,36)

19127  16/127  92/127 11/43 03/44 29/44

Neomicina (14,96) (12,60) (72,44) (25,00) (9,09) (65,91)

Oxaciling 98/127 03/127 26/127  32/44  0/44  12/44

(77,17)  (2,36) (20,47)  (72,73) (0,00) (27,27)

- 46/127 0127 811127  20/44  02/44  22/44
Penicilina G

(36,22) (0,00) (63,78) (4545) (4,55) (50,00)

371127 02/127  88/127 07/44 0/44 37/44

Sulfa/trimetoprim (29,13)  (1,57)  (69,29) (15,91)  (0,00)  (84,09)

120/127 0127 071127 42/44 0/44 02/44

Vancomicina (94,49) (0,00) (551)  (9545) (0,00)  (4,55)

* 8: Sensivel; PS: Parcialmente Sensivel; R: Resistentem; N% Numero; %: Porcentagem.
** O numero total de isolados refere-se aos micro-organismos isolados do leite de cabras com
e sem mastite, exceto Bacillus spp. e leveduras.
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Tabela 21. Perfil de sensibilidade “in vitro” de linhagens de Staphylococcus
spp. isoladas de 200 amostras de leite de cabras com mastite e 200 amostras
negativas para mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de
S&o Paulo. Botucatu, 2011.

Cabras com mastite Cabras sem mastite
S PS R S PS R
N° linhagens/total de N2 linhagens/total de
Staphylococcus spp. Staphylococcus spp.
Antimicrobianos isolados (%) isolados (%)
Amoxacilina / acido  113/116  0/116 3/116 39/40 0/40 1/40
clavulanico (97,41)  (0,00) (2,59) (97,50)  (0,00) (2,50)
. 42/116  0/116  74/116 16/40 0/40 24/40
Ampicilina (36,21)  (0,00) (63,79)  (40,00) (0,00)  (60,00)
Cefalexina 112/116  0/116 4/116 40/40 0/40 0/40
(96,55) (0,00) (3,45) (100,00) (0,00) (0,00)
Cefoperazona 79/116  31/116  6/116 31/40 7/40 2/40
P (68,10) (26,72) (5,17) (77,50) (17,50) (5,00)
Cefoxitina 108/116  0/116 8/116 35/40 0/40 5/40
(93,10) (0,00) (6,90) (87,50) (0,00) (12,50)
. 95/116 10/116  11/116 36/40 2/40 2/40
Ceftiofur

(81,90) (8,62)  (9,48)  (90,00) (5,00)  (5,00)

23116 17/116  76/116 6/40 4/40 30/40

Enrofloxacina (19.83) (14.66) (6552) (1500) (10,00) (75.00)

13/116  17/116  86/116 4/40 6/40 30/40

Eritromicina (11,21)  (14,66) (74,14)  (10,00) (15,00) (75,00)

29/116  8/116  79/116 12/40 1/40 27140

Gentamicina (25,00) (6,90) (68,10)  (30,00) (2,50) (67,50)

17/116  12/116  87/116 7/40 4/40 29/40

Neomicina (14,66) (10,34) (75,00) (17,50) (10,00) (72,50)

Oxacilin 93/116  3/116  20/116  30/40  0/40  10/40

(80,17) (2,59) (17,24) (75,00) (0,00)  (25,00)

- 43/116  0/116  73/116  18/40  0/40  22/40
Penicilina G

(37,07) (0,00) (62,93) (45,00) (0,00) (55,00)

33/116  1/116  82/116 5/40 0/40 35/40

Sulfaltimetoprim — 2845) (0,86) (70,69) (12,50) (0,00)  (87,50)

94/116  0/116  22/116 28/40 0/40 12/40

Vancomicina (81,03) (0,000 (18,97)  (70,00) (0,00)  (30,00)

* S: Sensivel; PS: Parcialmente Sensivel; R: Resistentem; N® Numero; %: Porcentagem.
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5.5 Deteccao de residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras
da multiplicagao microbiana no leite
5.5.1 Leite humano

Das 240 amostras de leite humano testadas, em 204 (85,00%) foi
detectada a presenca de residuos e/ou substancias inibidoras da multiplicacéo

microbiana.

5.5.2 Leite de vacas

Dentre as amostras de leite de vacas com e sem mastite, em 57/200
(28,50%) e 48/200 (24,00%), respectivamente, foi detectada a presencga de
residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras de multiplicagéo
microbiana (Tabela 22).

A comparacao entre a ocorréncia de residuos de antimicrobianos e/ou
substancias inibidoras de multiplicacdo microbiana em leite de vacas, com e
sem mastite, ndo apresentou diferenga estatistica significante (p>0,05) [Tabela
22].

Tabela 22: Comparagao dos resultados referente a presenga de residuos de
antimicrobianos e/ou substancias inibidoras da multiplicagdo microbiana em
200 amostras de leite cru de vacas com mastite e 200 amostras negativas para
mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao Paulo,

utilizando o teste de qui-quadrado. Botucatu, 2011.

Residuos de antimicrobianos

Vacas Positivo Negativo
N2 % N2 %
Com mastite 57 28,50 143 71,50
Sem mastite 48 24,00 152 76,00

* N% Numero; %: Porcentagem; Valor de p (XZ) =0,3633.
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5.5.3 Leite de cabras

Das amostras de leite de cabras com e sem mastite, em 42/200 (21,00%)
e 23/200 (11,50%), respectivamente, foi detectado a presenga de residuos de
antimicrobianos e/ou substancias inibidoras de multiplicagédo microbiana.

Foi verificada significancia estatistica (p<0,05) ao comparar a presencga de
residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras da multiplicacao

microbiana em leite de cabras com e sem mastite (Tabela 23).

Tabela 23: Comparacao dos resultados referente a presenca de residuos de
antimicrobianos e/ou substancias inibidoras da multiplicagdo microbiana em
200 amostras de leite cru de cabras com mastite e 200 amostras negativas
para mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao Paulo,

utilizando o teste de qui-quadrado. Botucatu, 2011.

Residuos de antimicrobianos

Cabras Positivo Negativo
N2 % N2 %
Com mastite 42 21,00 158 79,00
Sem mastite 23 11,50 177 88,50

* N% Numero; %: Porcentagem; Valor de p (XZ) =0,0147.

5.6 Investigacgao fenotipica e genotipica de linhagens MRS e pesquisa de
hemodlise e toxinas

As linhagens de ECP e ECN isoladas de LH e de leite de vacas e cabras,
com e sem mastite, escolhidas com base no antibiograma, com o intuito de
avaliar a deteccao fenotipica e genotipica de estirpes MRS, a presenca de
hemodlise em agar acrescido de sangue bovino, bem como a detecgdo de
linhagens com genes sea, seb, sec, sed, tsst-1 e produtoras de toxinas SEA,
SEB, SEC, SED e TSST-1 estao descritas no quadro 03.
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Quadro 03: Numero de linhagens de ECP e ECN isolados de leite cru de
mulheres, de vacas e cabras com e sem mastite, submetidas a caracterizagao
fenotipica e genotipica de linhagens MRS e pesquisa de toxinas. Botucatu, SP,
2011.

Vacas com Vacas sem Cabras com Cabras sem

Mulheres mastite mastite mastite mastite
Espécie N2 estirpes N°estirpes N2estirpes  N°estirpes N2 estirpes
ECP
S. aureus 05 16 01 16 01
Staphylococcus spp. 10 0
S. intermedius 0 04
Total 15 20 01 16 01
ECN
S. auricularis 0 02 0
S. capitis ureolyticus 0 01 01
S. caprae 0 01
S. chromogenes 0 03 03 01
S. epidermidis 25 03 01 04 09
S. haemolyticus 0 03 0 0 0
S. lugdunensis 01 0 0 03 05
S. pasteuri 0 02 01 01 01
S. saprophyticus 06 04 01 0 01
S. simulans 02 01 03 05 01
S. warneri 0 01 02 01 01
Staphylococcus spp. 04 03 03 0 01
S. xylosus 02 0 0 01 0
Total 40 20 14 20 20

* N Numero; ECP: Estafilococos coagulase positivo; ECN: Estafilococos coagulase negativo.

5.6.1 Teste de difusao com discos e CIM para detec¢ao fenotipica de MRS
5.6.1.1 ECP e ECN isolados de leite humano

Foram avaliadas 15 linhagens de ECP isoladas de LH. Destas, cinco
(33,33%) apresentaram resisténcia frente aos discos de oxacilina e/ou
cefoxitina, enquanto 14 (93,33%) foram resistentes a penicilina. Apenas uma
(6,67%) estirpe classificada como Staphylococcus spp. apresentou resisténcia

simultanea frente aos discos de oxacilina, penicilina e a fita de oxacilina.
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Dentre as 105 linhagens de ECN isoladas, 40 foram submetidas a
deteccdo fenotipica de MRS. Vinte e sete linhagens de ECN (67,50%)
apresentaram resisténcia ao disco de oxacilina e/ou cefoxitina, enquanto 38
(95,00%) apresentaram resisténcia para penicilina. Foi observada resisténcia a
fita de oxacilina em 18 (45,00%) linhagens de ECN. A deteccgéo fenotipica e
genotipica dos isolados MRS esta apresentada na Tabela 24.

Ao comparar a ocorréncia de MRS entre linhagens de ECP e ECN
isolados de leite humano utilizando-se métodos fenotipicos foi constatada
diferenga estatistica significante (p<0,05) apenas para a prova de CIM com
oxacilina. Nao foi verificada diferencga estatistica significante entre ECP e ECN
isolados de LH para resisténcia frente a cefoxitina, oxacilina e penicilina
(Tabela 25).

5.6.1.2 ECP e ECN isolados de leite de vacas

Dos ECP avaliados de vacas com mastite, em 06/20 linhagens (30,00%)
foi constatada resisténcia frente aos discos de oxacilina e 12/20 (60,00%) a
penicilina. Nenhuma linhagem de ECP apresentou resisténcia frente a
cefoxitina e a fita impregnada com oxacilina.

Das 20 linhagens de ECN avaliadas provenientes do leite de vacas
mastiticas, 06/20 (30,00) apresentaram resisténcia frente aos discos de
cefoxitina e/ou oxacilina, e 09/20 (45,00%) foram resistentes a penicilina. A
ocorréncia de resisténcia e sensibilidade parcial dos isolados as fitas de
oxacilina foi verificada em 04 (20,00%) e 02 (10,00%) linhagens de ECN,
respectivamente. Uma linhagem de S. pasteuri foi resistente na CIM para
oxacilina, porém apresentou sensibilidade frente aos discos de oxacilina,
cefoxitina e penicilina (Tabela 26).

Foi observada diferenca estatistica significante (p<0,05) entre ECP e ECN
isolados de leite de vacas com mastite para cefoxitina e CIM a oxacilina.
Porém, n&o foi verificada diferenga estatistica significante entre estas linhagens
isoladas de vacas com mastite para resisténcia a oxacilina e penicilina (Tabela
27).

A Unica estirpe de S. aureus isolada do leite de vacas sem mastite foi
resistente ao disco de oxacilina, mas n&do apresentou resisténcia a fita de

oxacilina. Dentre as 14 linhagens de ECN pesquisadas, 09/14 (64,28%)

Salerno, T., 2011.



104

apresentaram resisténcia frente aos discos de cefoxitina e/ou oxacilina, e 06/14
(42,86%) foram resistentes a penicilina. Na detecgdo da CIM, 02/14 linhagens
(14,29%) identificadas como S. epidermidis e S. simulans foram resistentes a
fita de oxacilina (Tabela 28).

Nao houve diferenga estatistica significante ao comparar o perfil de
sensibilidade microbiana e a concentragao inibitéria minima para oxacilina

entre as linhagens de ECN isoladas de vacas com e sem mastite (Tabela 29).

5.6.1.3 ECP e ECN isolados de leite de cabras

Dentre as linhagens de S. aureus obtidas de cabras com mastite, 07/16
isolados (43,75%) apresentaram resisténcia aos discos de penicilina e 01/16
(6,25%) aos discos de oxacilina e penicilina. Nenhuma estirpe de ECP
apresentou resisténcia a fita de oxacilina. Nos isolados de ECN, 06/20
(30,00%) apresentaram resisténcia frente aos discos de cefoxitina e/ou
oxacilina, e 13/20 (65,00%) a penicilina. A resisténcia a fita de oxacilina foi
verificada em 04/20 (20,00%) ECN isolados de leite de cabras mastiticas, dos
quais uma linhagem de S. simulans apresentou sensibilidade aos discos de
cefoxitina, oxacilina e penicilina (Tabela 30).

Nao houve diferenga estatistica significante ao comparar o perfil de
sensibilidade microbiana e a CIM para oxacilina entre linhagens de ECP e ECN
isoladas de cabras com mastite (Tabela 31).

A Unica estirpe de S. aureus isolada de leite de cabras sem mastite foi
sensivel aos discos de cefoxitina, oxacilina, penicilina e a CIM para oxacilina.
Das linhagens de ECN isoladas de leite de cabras sem mastite, 12/20 (60,00%)
foram resistentes a cefoxitina e/ou oxacilina, e 11/20 (55,00%) a penicilina.
Todas as linhagens de ECP e ECN isoladas de leite de cabras negativas para
mastite foram sensiveis a CIM para oxacilina (Tabela 32).

Ao avaliar o perfil de sensibilidade para cefoxitina, oxacilina, penicilina e a
CIM para oxacilina néo foi constada diferenga estatistica significante entre as

linhagens de ECN obtidas de leite de cabras com e sem mastite (Tabela 33).
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Tabela 24: Deteccdo fenotipica e genotipica de linhagens MRS isoladas de leite humano proveniente do BLH, do HC da
Faculdade de Medicina da UNESP, Botucatu, SP, 2011.

Resisténcia Cefoxitina

Oxacilina

Penicilina

CIM a oxacilina

Gene mecA

N? de estirpes/total

de estirpes (%)
Estafilococos

N2 estirpes/total de

estirpes (%)

N? estirpes/total de

estirpes (%)

Ne estirpes/total de

estirpes (%)

NZestirpes/total

estirpes (%)

ECP
S. aureus 01/15 (6,67) 02/15 (13,33) 05/15 (33,33) 0/15 (0,00) 02/15 (13,33)
Staphylooccus spp. 02/15 (13,33) 03/15 (20,00) 09/15 (60,00) 115 (6,67) 06/15 (40,00)
Total 03/15 (20,00) 05/15 (33,33) 14/15 (93,33) 01/15 (6,67) 08/15 (53,33)
ECN
S. epidermidis 13/40 (32,50) 16/40 (40,00) 25/40 (62,50) 12/40 (30,00) 22/40 (55,00)
S. lugdunensis 0/40 (0,00) 0/40 (0,00) 01/40 (2,50) 01/40 (2,50) 0/40 (0,00)
S. saprophyticus 03/40 (7,50) 04/40 (10,00) 05/40 (12,50) 02/40 (5,00) 03/40 (7,50)
S. simulans 01/40 (2,50) 01/40 (2,50) 02/40 (5,00) 01/40 (2,50) 02/40 (5,00)
Staphylococcus spp. 03/40 (7,50) 02/40 (5,00) 03/40 (7,50) 0/40 (0,00) 02/40 (5,00)
S. xylosus 01/40 (2,50) 01/40 (2,50) 02/40 (5,00) 02/40 (5,00) 01/40 (2,50)
Total 21/40 (52,50) 24740 (60,00) 38/40 (95,00) 18/40 (45,00) 30/40 (75,00)

* N2 Numero; %: Porcentagem; CIM: Concentrag&o inibitéria minima; mecA: Gene codificador para resisténcia a meticilina; ECP: Estafilococos coagulase
positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos. Botucatu, SP, 2011.
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Tabela 25: Comparacao do perfil de sensibilidade microbiana e concentracao
inibitéria minima da oxacilina entre linhagens de ECP e ECN isolados de leite
humano proveniente do BLH do HC da Faculade de Medicina da UNESP,

utilizando os testes G-Williams e Fisher. Botucatu, SP. 2011.

ECP ECN
S PS R S PS R
N2 linhagens/total N2 linhagens/total
Antimicrobianos linhagens (%) linhagens (%)
11/15 1/15 3/15 19/40 0/40 21/40
Cefoxitina
(73,33) (6,67) (20,00) (47,50) (0,00) (52,50)
8/15 02/15 5/15 15/40 1/40 24/40
Oxacilina
(53,33) (13,33) (33,33) (37,50) (2,25) (60,00)
1/15 0/15 14/15 2/40 0/40 38/40
Penicilina
(6,67) (0,00) (93,33) (5,000 (0,00) (95,00)
13/15 1/15 1/15 21/40 1/40 18/40
CIM

(86,66) (6,67)  (6,67) (52,50) (2,50) (45,00)

* ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos; S:

Sensivel; PS: Parcialmente sensivel; R: Resistente; N% Numero; %: Porcentagem; CIM:
Concentragao inibitéria minima.

** Cefoxitina: Valor de p (G-Willians) = 0,0774; Oxacilina: Valor de p (G-Williams) = 0,1529;
Penicilina: Valor de p (Fisher) =0,623404; CIM: Valor de p (G-Williams) = 0,0268.
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Tabela 26: Detecgéo fenotipica e genotipica de linhagens MRS isoladas de leite de vacas com mastite, provenientes de
propriedades do interior do estado de Sdo Paulo. Botucatu, 2011.

Resisténcia Cefoxitina Oxacilina Penicilina CIM a oxacilina Gene mecA
N° de estirpes/total N¢ estirpes/total de  N° estirpes/total de  N° estirpes/total =~ N%estirpes/total
Estafilococos de estirpes (%) estirpes (%) estirpes (%) de estirpes (%) estirpes (%)
ECP
S. aureus 0/20 (0,00) 05/20 (25,00) 09/20 (45,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. intermedius 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 03/20 (15,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
Total 0/20 (0,00) 06/20 (30,00) 12/20 (60,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
ECN
S. chromogenes 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 02/20 (10,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. epidermidis 02/20 (10,00) 02/20 (10,00) 02/20 (10,00) 02/20 (10,00) 02/20 (10,00)
S. haemolyticus 01/20 (5,00) 01/20 (5,00) 02/20 (10,00) 01/20 (5,00) 01/20 (5,00)
S. pasteuri 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 02/20 (10,00)
S. saprophyticus 02/20 (10,00) 01/20 (5,00) 02/20 (10,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
S. simulans 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
Staphylococcus spp. 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. warneri 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
S. xylosus 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
Total 05/20 (25,00) 05/20 (25,00) 09/20 (45,00) 04/20 (20,00) 08/20 (40,00)

* N® Numero; %: Porcentagem; CIM: Concentragao inibitéria minima; mecA: Gene codificador para resisténcia a meticilina; ECP: Estafilococos
coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos. Botucatu, SP, 2011.
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Tabela 27: Comparacao do perfil de sensibilidade microbiana e concentracao
inibitéria minima da oxacilina entre linhagens de ECP e ECN isoladas do leite
de vacas com mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de

Sao Paulo, utilizando os testes G-Williams e qui-quadrado. Botucatu, 2011.

Vacas com mastite

ECP ECN
S PS R S PS R
N2 linhagens/total N2 linhagens/total
Antimicrobianos de linhagens (%) de linhagens (%)
19/20 01/20  0/20 15/20 0/20 05/20
Cefoxitina
(95,00) (5,00) (0,00) (75,00) (0,00) (25,00)
14/20 0/20 06/20 15/20 0/20 05/20
Oxacilina
(70,00) (0,00) (30,00) (75,00) (0,00) (25,00)
8/20 0/20 12/20 11/20 0/20 09/20
Penicilina
(40,00) (0,00) (60,00) (55,00) (0,00) (45,00)
CIM 20/20 0/20 0/20 14/20 02/20  04/20

(100,00) (0,00) (0,00) (70,00) (10,00) (20,00)

* ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos; S:
Sensivel; PS: Parcialmente sensivel; R: Resistente; N° Numero; %: Porcentagem; CIM:
Concentragao inibitéria minima.

** Cefoxitina: Valor de p (G-Williams)=0,0341; Oxacilina: Valor de p (X2)=1 ,0000; Penicilina: Valor

dep (X2)=0,5266; CIM: Valor de p (G-Williams)=0,0193.
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Tabela 28: Detecgéo fenotipica e genotipica de linhagens MRS isoladas de leite de vacas sem mastite, provenientes de

propriedades do interior do estado de Sdo Paulo. Botucatu, 2011.

Resisténcia

Estafilococos

Cefoxitina

Oxacilina

Penicilina

CIM a oxacilina

Gene mecA

N2 de estirpes/total
de estirpes (%)

N2 estirpes/total de

estirpes (%)

N2 estirpes/total de

estirpes (%)

N2 estirpes/total

de estirpes (%)

N%estirpes/total

estirpes (%)

ECP
S. aureus 0/01 (0,00) 01/01 (100,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00)
Total 0/01 (0,00) 01/01 (100,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00)
ECN
S. chromogenes 0/14 (0,00) 02/14 (14,29) 02/14 (14,29) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
S. epidermidis 0/14 (0,00) 01/14 (7,14) 01/14 (7,14) 01/14 (7,14) 01/14 (7,14)
S. pasteuri 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
S. saprophyticus 0/14 (0,00) 01/14 (7,14) 01/14 (7,14) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
S. simulans 0/14 (0,00) 01/14 (7,14) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 01/14 (7,14)
Staphylococcus spp. 01/14 (7,14) 01/14 (7,14) 01/14 (7,14) 01/14 (7,14) 0/14 (0,00)
S. warneri 01/14 (7,14) 02/14 (14,29) 01/14 (7,14) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
Total 02/14 (14,29) 08/14 (57,14) 06/14 (42,86) 02/14 (14,29) 02/14 (14,29)

* N2 Namero; %: Porcentagem; CIM: Concentrag&o inibitéria minima; mecA: Gene codificador para resisténcia & meticilina; ECP: Estafilococos coagulase

positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos. Botucatu, SP, 2011.
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Tabela 29: Comparacao do perfil de sensibilidade microbiana e concentracao
inibitéria minima da oxacilina em linhagens de ECN isoladas do leite de vacas
com e sem mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de S&o

Paulo, utilizando os testes G-Williams, Fisher e qui-quadrado. Botucatu, 2011.

ECN
Vacas com mastite Vacas sem mastite
S PS R S PS R
N2 linhagens/total N2 linhagens/total
Antimicrobianos linhagens (%) linhagens (%)

19/20 01/20 0/20 12/14 0/14  02/14

Cefoxitina
(95,00) (5,00) (0,00) (85,71) (0,00) (14,29)
14/20 0/20 06/20 06/14 0/14 08/14

Oxacilina
(70,00) (0,00) (30,00) (42,86) (0,00) (57,14)
08/20 0/20 12/20 08/14 0/14 06/14

Penicilina
(40,00) (0,00) (60,00) (57,14) (0,00) (42,86)
CIM 14/20 02/20 04/20 12/14 0/14 02/14

(70,00)  (10,00) (20,00) (85,71) (0,00) (14,29)

* ECN: Estafilococos coagulase negativos; S: Sensivel; PS: Parcialmente sensivel; R:

Resistente; N% Numero; %: Porcentagem; CIM: Concentrag&o inibitéria minima.

** Cefoxitina: Valor de p (Fisher)=0,3775; Oxacilina: Valor de p (X2)=0,1237; Penicilina: Valor de

p (x2)=0,8204; CIM: Valor de p (G-Williams)=0,3394.
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Tabela 30: Deteccdo fenotipica e genotipica de linhagens MRS isoladas de leite de cabras com mastite, provenientes de

propriedades do interior do estado de Sdo Paulo. Botucatu, 2011.

Resisténcia Cefoxitina Oxacilina Penicilina CIM a oxacilina Gene mecA
N de estirpes/total de N2 estirpes/total de N2 estirpes/total de N2 estirpes/total de NZestirpes/total
Estafilococos estirpes (%) estirpes (%) estirpes (%) estirpes (%) estirpes (%)
ECP
S. aureus 0/16 (0,00) 01/16 (6,25) 07/16 (43,75) 0/16 (0,00) 01/16 (6,25)
Total 0/16 (0,00) 01/16 (6,25) 07/16 (43,75) 0/16 (0,00) 01/16 (6,25)
ECN
S. auricularis 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 01/20 (5,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00)
S. capitis urealyicus 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
S. caprae 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. chromogenes 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. epidermidis 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 03/20 (15,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
S. lugdunensis 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 03/20 (15,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
S. pasteuri 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. simulans 02/20 (10,00) 01/20 (5,00) 02/20 (10,00) 03/20 (15,00) 03/20 (15,00)
S. xylosus 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. warneri 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
Total 03/20 (15,00) 04/20 (20,00) 13 (65,00) 4/20 (20,00) 07/20 (35,00)

* N2 Namero; %: Porcentagem; CIM: Concentrag&o inibitéria minima; mecA: Gene codificador para resisténcia & meticilina; ECP: Estafilococos coagulase
positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos. Botucatu, SP, 2011.
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Tabela 31: Comparacao do perfil de sensibilidade microbiana e concentracao

inibitéria minima da oxacilina entre linhagens de ECP e ECN isoladas do leite

de cabras com mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de

Sao Paulo, utilizando os testes de Fisher, G-Williams e qui-quadrado. Botucatu,

SP. 2011.
Cabras com mastite
ECP ECN
S PS R S PS R
N¢ linhagens/total N® linhagens/total
Antimicrobianos linhagens (%) linhagens (%)
16/16 0/16 0/16 17/20 0/20 03/20

Cefoxitina

Oxacilina

Penicilina

CIM

(100,00)  (0,00)  (0,00)  (85,00) (0,00)  (15,00)
12/16  03/16  01/16 15/20  01/20  04/20
(75,00) (18,75)  (6,25)  (75,00)  (5,00)  (20,00)
09/16 0/16 07/16 07/20 0/20 13/20
(56,25)  (0,00) (43,75)  (35,00) (0,00)  (65,00)
16/16 0/16 0/16 16/20 0/20  04/20
(100,00)  (0,00)  (0,00)  (80,00)  (0,00)  (20,00)

* ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos; S:

Sensivel; PS: Parcialmente sensivel; R: Resistente; N° Numero; %: Porcentagem; CIM:

Concentragao inibitéria minima.
** Cefoxitina: Valor de p (Fisher)=0,1596; Oxacilina: Valor de p (G-Williams)=0,2276; Penicilina:

Valor de p (X2)=O,3485; CIM: Valor de p (Fisher)=0,0822.
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Tabela 32: Deteccdo fenotipica e genotipica de linhagens MRS isoladas de leite de cabras sem mastite, provenientes de
propriedades do interior do estado de Sdo Paulo. Botucatu, 2011.

Resisténcia Cefoxitina Oxacilina Penicilina CIM a oxacilina Gene mecA
N¢ de estirpes/total N2 estirpes/total de  N° estirpes/total de N2 estirpes/total >estirpes/total
Estafilococos de estirpes (%) estirpes (%) estirpes (%) de estirpes (%) estirpes (%)
ECP
S. aureus 0/01 (0,00) 01/01 (100,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00)
Total 0/01 (0,00) 01/01 (100,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00)
ECN
S. capitis urealyicus 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
S. epidermidis 03/20 (15,00) 04/20 (20,00) 07/20 (35,00) 0/20 (0,00) 08/20 (40,00)
S. lugdunensis 01/20 (5,00) 03/20 (15,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
S. pasteuri 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
S. saprophyticus 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
S. simulans 01/20 (5,00) 01/20 (5,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
Staphylococcus spp. 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
S. warneri 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00)
Total 05/20 (25,00) 10/20 (50,00) 11/20 (55,00) 0/20 (0,00) 15/20 (75,00)

* N% Numero; %: Porcentagem; CIM: Concentragéo inibitéria minima; mecA: Gene codificador para resisténcia a meticilina; ECP: Estafilococos coagulase
positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos.

Salerno, T., 2011.



114

Tabela 33: Comparagcao do perfil de sensibilidade microbiana e CIM da
oxacilina em linhagens de ECN isoladas do leite de cabras com e sem mastite,
provenientes de propriedades do interior do estado de S&o Paulo, utilizando os

testes de Fisher, qui-quadrado e G-Williams. Botucatu, 2011.

ECN
Cabras com mastite Cabras sem mastite
S PS R S PS R
N2 linhagens/total de N2 linhagens/total de
Antimicrobianos linhagens (%) linhagens (%)

17/20 0/20 03/20 15/20 0/20  05/20

Cefoxitina
(85,00) (0,00) (15,00) (75,00) (0,00) (25,00)
15/20 01/20 04/20 10/20 0/20 10/20
Oxacilina
(75,00) (5,00) (20,00) (50,00) (0,00) (50,00)
07/20 0/20 13/20 09/20 0/20 11/20
Penicilina
(35,00) (0,00) (65,00) (45,00) (0,00) (55,00)
CIM 16/20 0/20 04/20 20/20 0/20 0/20

(80,00)  (0,00) (20,00) (100,00) (0,00) (0,00)

* ECN: Estafilococos coagulase negativos; S: Sensivel; PS: Parcialmente sensivel; R:

Resistente; N% Numero; %: Porcentagem; CIM: Concentrag&o inibitéria minima.

** Cefoxitina: Valor de p (Fisher)=0,34738; Oxacilina: Valor de p (X2)=0,1373; Penicilina: Valor de

p (x2)=0,7468; CIM: Valor de p (Fisher)=0,0530.

5.6.2 Deteccao genotipica de linhagens MRS
5.6.2.1 ECP e ECN isolados de leite humano

A presenga do gene mecA foi observada em 8/15 (53,33%) linhagens de
ECP, das quais 06 (75,00%) correspondentes a Staphylococcus spp. e 02
(25,00%) a S. aureus. Dentre as linhagens de ECN, em 30/40 (75,00%) foi
detecatada a presenca do gene mecA. Destas, 22/40 linhagens (55,00%) foram
representadas por S. epidermidis (Figura 11).

Em duas (13,33%) linhagens de ECP n&o foi detectado o gene que
confere resisténcia a meticilina. Em contraste, ambas apresentaram resisténcia
frente aos discos de oxacilina e/ou cefoxitina e penicilina. Em 09 (22,50%)

estirpes de ECN nao foi detectado o gene mecA. No entanto, estas linhagens
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apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos testados e duas
(5,00%) também foram resistentes na CIM para oxacilina (Tabela 24).

Nao foi verificada diferenga estatistica significante (p>0,05) entre
linhagens de ECP e ECN isoladas de LH, quanto a deteccdo do gene mecA
(Tabela 34).

1 2 3 4 56 7 8 9,10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 2% para a visualizagdo dos
produtos de amplificacdo para a pesquisa do gene mecA em linhagens de
Staphylococcus spp. isolados de amostras de leite humano provenientes do
BLH do HC da Faculdade de Medicina da UNESP. 1-16: linhagens de
Staphylococcus spp.; 17: controle positivo (S. aureus ATCC 33591); 18:
controle negativo (S. aureus ATCC 25923); 19: agua MilliQ esterilizada; 20: 100
pb DNA ladder. Botucatu, SP, 2011.
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Tabela 34: Comparacdo entre ECP e ECN isolados de leite humano,
provenientes do BLH do HC da Faculdade de Medicina da UNESP, quanto a

presenca do gene mecA utilizando o teste de Fisher. Botucatu, SP. 2011.

Deteccao do Gene mecA

Micro-organismo Negativos Positivos TOTAL
N2 % N2 % N2 %
ECP 7 46,67 8 53,33 15 27,28
ECN 10 25,00 30 75,00 40 72,72
TOTAL 17 30,90 38 69,10 55 100,0

* ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos; mecA
Gene codificador para resisténcia & meticilina N®: Nimero; %: Porcentagem.

** Valor de p (Fisher) = 0,1122.

5.6.2.2 ECP e ECN isolados de leite de vacas

Nao foi detectado a presenga do gene mecA em ECP isolados de vacas
com e sem mastite. Dentre as 20 linhagens de ECN isoladas de vacas
mastiticas, 8/20 (40,00%) apresentaram o gene mecA. Destas, 02 (10,00%)
linhagens foram sensiveis aos discos de cefoxitina, oxacilina, penicilina e fita
de oxacilina (Tabela 26).

Dos ECN identificados em vacas negativas para mastite, em apenas
02/14 isolados (14,28%) foi detectado o gene mecA. Destas linhagens, 01
(7,14%) S. simulans nao foi resistente aos discos de cefoxitina e/ou oxacilina e
penicilina (Tabela 28).

Foi verificada diferenga estatistica significante (p<0,05) entre linhagens de
ECP e ECN isoladas de leite de vacas com mastite, quanto a detecgédo do gene
mecA (Tabela 35). Porém, nao foi observada diferenca estatistica significante
entre linhagens de ECN de vacas com e sem mastite para detetec¢cdo do gene
mecA (Tabela 36).
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Tabela 35: Comparacédo entre ECP e ECN isolados de leite de vacas com
mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de S&o Paulo

quanto a presencga do gene mecA, utilizando o teste de Fisher. Botucatu, 2011.

Gene mecA — Vacas com mastite

Micro-organismo Negativos Positivos TOTAL
N2 % N2 % N2 %
ECP 20 100,00 0 0,00 20 100,00
ECN 12 60,00 08 40,00 20 100,00
TOTAL 32 80,00 08 20,00 40 100,00

* ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos; mecA:
Gene codificador para resisténcia & meticilina N®: Nimero; %: Porcentagem.

** Valor de p (Fischer) = 0,0016.

Tabela 36: Comparagao entre linhagens de ECN isoladas de leite de vacas
com e sem mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de S&o
Paulo quanto a presenga do gene mecA, utilizando o teste de Fisher. Botucatu,
2011.

Gene mecA - ECN

Vacas Negativos Positivos TOTAL
N2 % N2 % N° %
Com mastite 12 60,00 8 40,00 20 100,00
Sem mastite 12 85,71 2 14,29 14 100,00
TOTAL 24 70,59 10 29,41 34 100,00

* ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos; mecA
Gene codificador para resisténcia & meticilina N°: Nimero; %: Porcentagem.
** Valor de p (Fisher) = 0,1067.

5.6.2.3 ECP e ECN isolados de leite de cabras
Em apenas 01/16 (6,25%) linhagem de S. aureus isolada de leite de cabra
com mastite foi detectado o gene para resisténcia a meticilina. Dentre os ECN

pesquisados, 07/20 (35,00%) revelaram a presenga do gene mecA. Um
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isolado de ECN mecA positivo foi sensivel a cefoxitina, oxacilina e penicilina,
enquanto o outro foi resistente apenas ao disco de penicilina.

O gene mecA nao foi detectado na unica linhagem de S. aureus isolada
de leite proveniente de cabras negativas para mastite. Nas linhagens de ECN
identificadas em leite sem mastite, 15/20 (75,00%) apredentaram o gene que
confere resisténcia a meticilina. Destas, uma linhagem n&o apresentou
resisténcia frente aos discos de cefoxitina, oxacilina e penicilina (Tabelas 30 e
32).

Foi verificada diferencga estatistica significante (p<0,05) entre linhagens de
ECP e ECN isoladas de leite de cabras com mastite, bem como de linhagens
de ECN isoladas de cabras com e sem mastite quanto a deteccdo do gene
mecA (Tabelas 37 e 38).

Tabela 37: Comparacao entre ECP e ECN isolados de leite de cabras com
mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao Paulo

quanto a presencga do gene mecA, utilizando o teste de Fisher. Botucatu, 2011.

Gene mecA — Cabras com mastite

Micro-organismo Negativos Positivos TOTAL
N° %o N° % N2 %
ECP 15 93,75 01 6,25 16 100,00
ECN 13 65,0 07 35,00 20 100,00
TOTAL 28 77,78 08 22,22 36 100,00

* ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos; mecA:
Gene codificador para resisténcia a meticilina N% Namero; %: Porcentagem.

** Valor de p (Fisher) = 0,0451.
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Tabela 38: Comparacao entre linhagens de ECN isoladas de leite de cabras
com e sem mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Séo
Paulo quanto a presenga do gene mecA, utilizando o teste de qui-quadrado
Botucatu, 2011.

Gene mecA - ECN

Cabras Negativos Positivos TOTAL
N2 % N2 % N2 %
Com mastite 13 65,00 07 35,0 20 100,00
Sem mastite 05 25,00 15 75,00 20 100,00
TOTAL 18 45,00 22 55,00 40 100,00

* ECP: Estafilococos coagulase positivos; ECN: Estafilococos coagulase negativos; mecA:

Gene codificador para resisténcia & meticilina; N% Numero; %: Porcentagem.

** Valor de p (x2) = 0,0260.

5.6.3 Producao de hemdlise em agar acrescido de sangue em linhagens
de Staphylococcus spp.
5.6.3.1 Isolados de leite humano

Dentre as 15 linhagens de ECP e 40 de ECN avaliadas, 13 (86,67%) e
30 (75,00%), respectivamente, apresentaram hemolise no meio de agar sangue
bovino. Duas estirpes classificadas como Staphylococcus spp. nao

apresentaram hemolise.

5.6.3.2 Isolados de leite de vacas

Das 20 linhagens de ECP e 20 de ECN avaliadas de leite de vacas
mastiticas, 20/20 (100,00%) e 11/20 (55,00%), respectivamente, apresentaram
hemdlise no meio de agar sangue bovino.
Foi detectada hemdlise em dois isolados de S. aureus obtidos do leite de vacas
sem mastite. Dentre as linhagens de ECN avaliadas 05/14 (35,71%)

produziram hemodlise.
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5.6.3.3 Isolados de leite de cabras

Nas dezesseis linhagens de ECP obtidas de cabras com mastite e em
9/20 (45,00%) ECN foi observada hemolise no meio de agar sangue bovino. A
Unica estirpe de S. aureus isolada de leite negativo para mastite e 06/20

(30,00%) linhagens de ECN apresentaram hemdlise.

5.6.4 Deteccao de genes e produgao de toxinas estafilocécicas
5.6.4.1 Isolados de leite humano

O gene sea (Figura 12) foi detectado em 03/15 (20,00%) dos ECP
isolados. Igual porcentagem também foi identificada para os genes seb e sec.
Dentre as cinco linhagens de S. aureus isoladas de leite humano foi verificada
a presencga dos genes sea em duas estirpes, seb em uma (Figura 13) e sec em
duas linhagens. O gene tsst-1 foi detectado em 02 (13,33%) linhagens, obtidas
de um isolado de S. aureus e outro de Staphylococcus spp. O gene sed nao foi
observado nas estirpes de ECP isoladas de leite humano.

A ocorréncia de dois ou mais genes foi verificada em 04/15 (26,66%)
linhagens de ECP. A associagao dos genes sea e tsst-1 foi verificada em 02/15
(13,33%) linhagens de ECP, enquanto a associagdo entre seb e sec foi
observada em 01 (6,67%) estirpe de Staphylococcus spp. A detecgdo conjunta
de sea, seb e sec foi constatada em 01 (6,67%) linhagem de S. aureus.

Dos 15 ECP avaliados, somente 02 (13,33%) S. aureus foram produtores
de toxinas. Destes, 01 (6,67%) produziu a enterotoxina A e toxina TSST-1 e
outro (6,67%) as enterotoxinas A e C, embora neste ultimo também tenha sido
detectado o gene seb.

A presenca do gene sea nos ECN foi detectada em 36/40 (90,00%)
linhagens. Em somente 2/40 isolados (5,00%) foi observado os genes seb e em
6/40 (15,00%) o sec. Dentre as 40 linhagens de ECN, 22/40 (55,00%)
representadas por S. epidermidis apresentaram gene sea e 4/40 (10,00%) o
gene sec. Nas linhagens de S. saprophyticus, em 5/40 (12,50%) foram
detectados os genes sea, uma (2,5%) seb e uma sec. Em duas (5,00%)
estirpes de S. simulans foi identificado o gene sea. Os genes codificadores da
enterotoxina D e da toxina TSST-1 n&do foram observados nas estirpes de ECN

avaliadas (Tabela 39).
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A ocorréncia de dois ou mais genes foi verificada em 07/40 (17,50%)
linhagens de ECN. A associacdo dos genes sea e sec foi encontrada em 05/40
(12,50%) linhagens de ECN, das quais 03 (7,5%) representadas por S.
epidermidis. A associagdo entre sea e seb foi observada em 02/40 (5,00%)
estirpes de ECN (Anexo 01).

A producado de enterotoxinas foi observada em 02/40 (5,00%) linhagens
de ECN. S. saprophyticus demonstrou producdo de SEA, enquanto uma
linhagem de Staphylococcus spp. produziu SEB.

Ao comparar linhagens de ECP e ECN isoladas de LH, quanto a presenca
de genes codificadores para toxinas estafilocécicas foi verificada significancia
estatistica (p<0,05) apenas para o gene sea. Nao houve diferenga estatistica

significante entre ECP e ECN para os demais genes pesquisados (Tabela 39).

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 2% para a visualizagdo dos

produtos de amplificagdo para a pesquisa do gene sea em linhagens de
Staphylococcus spp. isoladas de amostras de leite humano provenientes do
BLH do HC da Faculdade de Medicina da UNESP. 1-10: linhagens de
Staphylococcus spp; 11: controle positivo (ATCC 13565); 12: controle negativo;
13: agua MilliQ esterilizada; 14: 100 pb DNA ladder. Botucatu, SP, 2011.
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 2% para a visualizagcdo dos
produtos de amplificagdo para a pesquisa do gene seb em linhagens de
Staphylococcus spp. isoladas de amostras de leite provenientes do BLH do HC
da Faculdade de Medicina da UNESP. 1-18: linhagens de Staphylococcus spp.;
19: controle positivo (ATCC 19095); 20: controle negativo; 21: agua MilliQ
esterilizada; 22: 100 pb DNA ladder. Botucatu, SP, 2011.
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Tabela 39. Gene de toxinas investigados em linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite humano proveniente do BLH, do
HC da Faculdade de Medicina da UNESP. Botucatu, SP, 2011.

Gene sea seb sec sed tsst-1

N2 linhagens / N° N2 linhagens / N° N2 linhagens / N2 linhagens / N2 linhagens /

total de total de Ne total de Ne total de Ne total de
Estafilococos linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%)
ECP
Staphylococcus spp. 01/15 (6,67) 2/15 (13,33) 01/15 (6,67) 0/15 (0,00) 01/15 (6,67)
S. aureus 02/15 (13,33) 1/15 (6,67) 02/15 (13,33) 0/15 (0,00) 01/15 (6,67)
Total 03/15 (20,00) 3/15 (20,00) 03/15 (20,00) 0/15 (0,00) 02/15 (13,34)
ECN
S. epidermidis 22/40 (55,00) 0/40 (0,00) 4/40 (10,00) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00)
S. lugdunensis 01/40 (2,50) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00)
S. saprophyticus 05/40 (12,50) 01/40 (2,50) 01/40 (2,50) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00)
Staphylococcus spp. 04/40 (10,00) 01/40 (2,50) 01/40 (2,50) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00)
S. simulans 02/40 (5,00) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00)
S. xylosus 02/40 (5,00) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00)
Total 36/40 (90,00) 2/40 (5,00) 06/40 (15,00) 0/40 (0,00) 0/40 (0,00)

* ECP: Estafilococos coagulase positivo; ECN: Estafilococos coagulase negativo sea: Gene codificador da enterotoxina A; seb: Gene codificador da enterotoxina B; sec: Gene

codificador da enterotoxina C; sed: Gene codificador da enterotoxina D; tsst-1: Gene codificador para toxina da sindrome do choque téxico; N% Numero; %: Porcentagem.

** SEA : Valor de p (Fisher) = <0,0001; SEB: Valor de p (Fisher) = 0,1185; SEC: Valor de p (Fisher) = 0,4676; TSST-1: Valor de p (Fisher) = 0,0707.
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5.6.4.2 Isolados de leite de vacas

A deteccao de genes para enterotoxinas foi verificada em 03/20 linhagens
(15,00%) de ECP e 10/20 (50,00%) de ECN isolados de vacas com mastite. O
gene sea foi detectado em 02/20 linhagens (10,00%) de S. intermedius e 01/20
(5,00%) de S. aureus. A presenga simultdnea dos genes sea e sec foi
observada em uma linhagem de S. intermedius. Das linhagens de ECN
avaliadas, em 07/20 (35,00%) foi detectado o gene sea, 02/20 (10,00%) o gene
seb e 03/20 (15,00%) o gene sec (Figura 14).

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 2% para a visualizagdo dos

produtos de amplificacdo para a pesquisa do gene sec em linhagens de
Staphylococcus spp. isoladas de amostras de leite de vacas. 1-8: linhagens de
Staphylococcus spp.; 9: controle positivo (ATCC 19095); 10: controle negativo;
11: agua MilliQ esterilizada; 12: 100 pb DNA ladder. Botucatu, SP, 2011.

A associacdo dos genes sea e sec foi verificada em duas estirpes de
ECN. Nenhuma estirpe isolada do leite de vacas, com e sem mastite, foi
produtora de toxinas quando submetidos a técnica de aglutinagdo passiva
reversa em latex.

Nao foram detectados genes codificadores de enterotoxinas na estirpe de
S. intermedius isolado de leite de vaca sem mastite. Dentre as 14 linhagens de
ECN avaliadas, 09/14 (64,28%) apresentaram gene para uma ou mais

enterotoxinas. Nestas, em 06 (42,86%) foi detectado o gene sea, em 04
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(28,57%) o gene seb e em 03 (21,43%) o gene sec. A associagao dos genes
sea, seb e sec foi identificada em duas linhagens de ECN isoladas de leite de
vacas sem mastite, das quais uma classificada como S. saprophyticus. Na
outra linhagem que apresentou produg¢do de enterotoxina C na RPLA, nao foi
possivel a classificacdo bioquimica pelos métodos utilizados, sendo
denominada como Staphylococcus spp. coagulase negativo. Nao houve
identificacdo dos genes codificadores de enterotoxina D e toxina TSST-1 nos
isolados avaliados de vacas com e sem mastite (Tabelas 40 e 41).

A andlise estatistica nao foi significante (p>0,05) entre linhagens de ECP
e ECN isoladas de leite de vacas com mastite, quando comparadas quanto a
presenca de genes codififcadores para toxinas estafilococicas (Tabela 40).
Também nao se verificou diferenca estatistica significante entre linhagens de
ECN de vacas com e sem mastite contendo os genes para estas toxinas
[Tabela 42].

5.6.4.3 Isolados de leite de cabras

Dentre as linhagens de S. aureus e ECN isoladas de cabras com mastite,
em 08/16 (50,00%) e 11/20 (55,00%), respectivamente, foi detectado um ou
mais genes para enterotoxinas. Das 16 estirpes de S. aureus, 06 (37,50%)
apresentaram o gene sea, 02 (12,50%) o gene seb, 03 (18,75%) o gene sec e
01 (6,25%) o gene tsst-1 (Tabela 43). A associagdo dos genes codificadores
para as enterotoxinas A, B, C e TSST-1 foi verificada em 01(6,25%) isolado,
que produziu as quatro enterotoxinas (Figura 15).

A detecgao conjunta dos genes seb e sec foi verificada em 01 (6,25%)
linhagem, que também produziu estas duas toxinas quando submetida a prova
de aglutinagdo passiva reversa em latex. A estirpe de S. aureus contendo o
gene sec também foi produtora desta enterotoxina estafilococica. Nao foi
observada a ocorréncia de gene para sed nas linhagens de S. aureus isoladas
de cabras.

A presenga de genes para as enterotoxinas estafilocécicas foi verificada
em 11/20 (55,00%) dos ECN isolados de cabras com mastite, dos quais 08/20
(40,00%) apresentaram o gene sea e 04/20 (20,00%) sec, identificados em
linhagens de S. caprae, S. epidermidis, S. lugdunensis e S. auricularis. A

detecgdo simultanea dos genes sea e sec foi observada em uma (5,00%)
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linhagem de S. auricularis. Apenas uma linhagem de S. epidermidis foi

produtora de enterotoxina A (Tabela 43).

1 2 3 456 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 2% para a visualizagdo dos
produtos de amplificacdo para a pesquisa do gene tsst-1 em linhagens de ECP
isoladas de amostras de leite de cabras e mulheres. 1-21: linhagens de
Staphylococcus spp.; 13: ECP isolado de cabra; 14 e 20: ECP isolados de
mulheres; 22: controle negativo; 23: controle positivo (ATCC 19095); 24: agua
MilliQ esterilizada; 25: 100 pb DNA ladder. Botucatu, SP, 2011.

Ao comparar a presengca de genes codififcadores para toxinas
estafilocécicas entre linhagens de ECP e ECN isoladas de leite de cabras com
mastite ndo foi observada significancia estatistica (p>0,05) [Tabela 43]. De
maneira similar, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre
linhagens de ECN de cabras com e sem mastite que contenham os genes para
estas toxinas [Tabela 44].

Nao foi detectada a presenca de genes codificadores para enterotoxinas e
toxina da sindrome do choque téxico na estirpe de S. aureus isolada do leite de
cabras negativas para mastite. A detecgdo de genes para toxinas foi
observada em 10/20 (50,00%) linhagens de ECN, das quais 09/20 (45,00%)

apresentaram gene sea (Tabela 45).

Salerno, T., 2011.



127

A associacdo de genes para toxinas foi observada em 04/20 isolados
(20,00%) de ECN. Duas estirpes de S. epidermidis apresentaram os genes sea
e seb, enquanto outra revelou a presencga dos genes seb e sec. Apenas uma
linhagem de S. lugdunensis apresentou 0s genes sea e sec, com producao da
SEC. Néo foi detectada a presenca do gene sed em ECP e ECN isolados de
amostras de leite de cabras com e sem mastite.

A presenca de linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite
humano, bovino e caprino que apresentaram 0s genes sea, seb, sec e tsst-1,
assim como suas associacdes estao descritas no anexo 01.

Linhagens de ECP e ECN isoladas de leite humano, bovino e caprino que
foram produtoras de enterotoxinas A, B e C e TSST-1, assim como suas

associacgodes estao descritas no anexo 02.
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Tabela 40. Gene de toxinas investigados em linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite de vacas com mastite,

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

Gene sea seb sec sed tsst-1
N? linhagens / N? linhagens / N? linhagens / N? linhagens / Ne linhagens /
N¢ total de N total de N° total de N total de N® total de
Estafilococos linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%)
ECP
S. aureus 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. intermedius 02/20 (10,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
Total 03/20 (15,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
ECN
S. chromogenes 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. epidermidis 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. haemolyticus 02/20 (10,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. pasteuri 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. saprophyticus 02/20 (10,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. simulans 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
Staphylococcus spp. 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. warneri 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. xylosus 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
Total 7/20 (35,00) 01/20 (5,00) 3/20 (10,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)

* ECP: Estafilococos coagulase positivo; ECN: Estafilococos coagulase negativo sea: Gene codificador da enterotoxina A; seb: Gene codificador da enterotoxina B; sec: Gene

codificador da enterotoxina C; sed: Gene codificador da enterotoxina D; tsst-1: Gene codificador para toxina da sindrome do choque téxico; N% Numero; %: Porcentagem.

** SEA: Valor de p (XZ) = 0,2733; SEB: Valor de p (Fisher) = 0,2435; SEC: Valor de p (Fisher) = 0,3024.
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Tabela 41. Gene de toxinas investigados em linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite de vacas sem mastite,
provenientes de propriedades do interior do estado de Sao Paulo. Botucatu, 2011.

Gene sea seb sec sed tsst-1
N2 linhagens / N2 linhagens / N® N2 linhagens / N2 linhagens / N¢ linhagens /
N° total de total de Ne total de N° total de Ne total de
Estafilococos linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%)
ECP
S. aureus 0/01 (0,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00)
Total 01/01 (00,00) 01/01 (00,00) 01/01 (00,00) 01/01 (00,00) 01/01 (00,00)
ECN
S. chromogenes 01/14 (7,14) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
S. epidermidis 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
S. pasteuri 01/14 (7,14) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
S. saprophyticus 01/14 (7,14) 01/14 (7,14) 01/14 (7,14) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
S. simulans 01/14 (7,14) 01/14 (7,14) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
Staphylococcus spp. 02/14 (14,29) 01/14 (7,14) 02/14 (14,29) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
S. warneri 0/14 (0,00) 01/14 (7,14) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)
Total 06/14 (42,85) 04/14 (28,56) 03/14 (21,43) 0/14 (0,00) 0/14 (0,00)

* ECP: Estafilococos coagulase positivo; ECN: Estafilococos coagulase negativo sea: Gene codificador da enterotoxina A; seb: Gene codificador da enterotoxina B; sec:
Gene codificador da enterotoxina C; sed: Gene codificador da enterotoxina D; tsst-1: Gene codificador para toxina da sindrome do choque téxico; N% Nimero; %:
Porcentagem. Botucatu, SP, 2011.
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Tabela 42: Comparagao entre linhagens de ECN isoladas de leite de vacas
com e sem mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Sao
Paulo quanto a presenga de genes para toxinas estafilococicas, utilizando os

teste de qui-quadrado e Fisher. Botucatu, 2011.

ECN
COM MASTITE SEM MASTITE
N2 linhagens/total de N2 linhagens/total de
Genes linhagens (%) linhagens (%)
Negativo Positivo TOTAL Negativo  Positivo TOTAL
13/20 07/20 20/20 08/14 06/14 14/14
sea (65,00) (35,00) (100,00) (57,14) (42,86)  (100,00)
18/20 02/20 20/20 10/14 04/14 14/14
seb (90,00) (10,00)  (100,00) (71,43) (28,57)  (100,00)
17/20 03/20 20/20 11/14 03/14 14/14
see (85,00) (15,00)  (100,00) (78,57) (21,43)  (100,00)
20/20 0/20 20/20 14/14 0/14 14/14
sed (100,00) (0,00)  (100,00) (100,00) (0,00) (100,00)
- 20/20 0/20 20/20 14/14 0/14 14/14

(100,00)  (0,00)  (100,00)  (100,00) (0,00)  (100,00)

* ECN: Estafilococos coagulase negativo; N% Numero; %: Porcentagem; sea: Gene codificador da
enterotoxina A; seb: Gene codificador da enterotoxina B; sec: Gene codificador da enterotoxina C; sed:

Gene codificador da enterotoxina D; tsst-1: Gene codificador para toxina da sindrome do choque téxico;.

** SEA: Valor de p (Xz) = 0,9160; SEB: Valor de p (Fisher) = 0,1734; SEC: Valor de p (Fisher) = 0,4819.
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Tabela 43. Gene de toxinas investigados em linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite de cabras com mastite,

provenientes de propriedades do interior de Sao Paulo. Botucatu, SP, 2011.

Estafilococos

Gene sea

seb

sec

sed

tsst-1

N? linhagens /
N® total de
linhagens (%)

N¢ linhagens /
N® total de
linhagens (%)

N? linhagens /
N® total de

linhagens (%)

N? linhagens /
N® total de
linhagens (%)

N? linhagens /
N® total de

linhagens (%)

ECP
S. aureus 06/16 (37,5) 02/16 (12,50) 03/16 (18,75) 0/16 (0,00) 01/16 (6,25)
Total 06/16 (37,5) 02/16 (12,50) 03/16 (18,75) 0/16 (0,00) 01/16 (6,25)
ECN
S. auricularis 02/20 (10,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. capitis urealyticus 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. caprae 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. chromogenes 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. epidermidis 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. lugdunensis 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. pasteuri 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. simulans 04/20 (20,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. warneri 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. xylosus 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
Total 08/20 (40,00) 0/20 (0,00) 04/20 (20,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)

* ECP: Estafilococos coagulase positivo; ECN: Estafilococos coagulase negativo sea: Gene codificador da enterotoxina A; seb: Gene codificador da enterotoxina B; sec: Gene

codificador da enterotoxina C; sed: Gene codificador da enterotoxina D; tsst-1: Gene codificador para toxina da sindrome do choque téxico; N Numero; %: Porcentagem.
Botucatu, SP, 2011. ** SEA: Valor de p (Fisher) = 0,5766; SEB: Valor de p (Fisher) = 0,1904; SEC: Valor de p (Fisher) = 0,6314; TSST-1: Valor de p (Fisher) = 0,4444
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Tabela 44: Comparacao entre linhagens de ECN isoladas de leite de cabras
com e sem mastite, provenientes de propriedades do interior do estado de Séo

Paulo quanto a presenga de genes para toxinas estafilococicas, utilizando os
teste de qui-quadrado e Fisher. Botucatu, SP. 2011.

ECN
Cabras com mastite Cabras sem mastite
N® linhagens/total de N® linhagens/total de
Genes linhagens (%) linhagens (%)
Negativo Positivo TOTAL Negativo Positivo TOTAL
12/20 8/20 20/20 11/20 09/20 20/20
sed (60,00) (40,00)  (100,00) (55,00) (45,00) (100,00)
sob 20/20 0/20 20/20 17/20 03/20 20/20
(100,00) (0,00)  (100,00) (85,00) (15,00) (100,00)
16/20 04/20 20/20 18/20 02/20 20/20
see (80,00) (20,00)  (100,00) (90,00) (10,00) (100,00)
sod 20/20 0/20 20/20 20/20 0/20 20/20
(100,00) (0,00)  (100,00) (100,00) (0,00) (100,00)
fsst.1 20/20 0/20 20/20 20/20 0/20 20/20
(100,00) (0,00)  (100,00) (100,00) (0,00) (100,00)

* ECN: Estafilococos coagulase negativo; N% Numero; %: Porcentagem; sea: Gene codificador da
enterotoxina A; seb: Gene codificador da enterotoxina B; sec: Gene codificador da enterotoxina C; sed:

Gene codificador da enterotoxina D; tsst-1: Gene codificador para toxina da sindrome do choque téxico.

** SEA: Valor de p (XZ) = 1,0000; SEB: Valor de p (Fisher) = 0,1153; SEC: Valor de p (Fisher) = 0,3307.
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Tabela 45. Genes de toxinas investigados em linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite de cabras sem mastite,

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

Gene sea seb sec sed tsst-1
N2 linhagens / N2 linhagens / N2 linhagens / N2 linhagens / N¢ linhagens /
N° total de N° total de N° total de N° total de N° total de
Estafilococos linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%)
ECP
S. aureus 0/01 (0,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00) 0/01 (0,00)
ECN
S. capitis urealyticus 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. epidermidis 05/20 (25,00) 03/20 (15,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. lugdunensis 02/20 (10,00) 0/20 (0,00) 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. pasteuri 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. saprophyticus 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. simulans 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
S. warneri 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
Staphylococcus spp. 01/20 (5,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00) 0/20 (0,00)
Total 09 (45,00) 03/20 (15,00) 02/20 (10,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)

* ECP: Estafilococos coagulase positivo; ECN: Estafilococos coagulase negativo sea: Gene codificador da enterotoxina A; seb: Gene codificador da enterotoxina B; sec:
Gene codificador da enterotoxina C; sed: Gene codificador da enterotoxina D; tsst-1: Gene codificador para toxina da sindrome do choque tdxico; N Numero; %:
Porcentagem.
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6. DISCUSSAO

O leite materno é definido como o alimento mais completo para neonatos
nos primeiros meses de vida, seguido do leite bovino, seu principal sucedaneo
e do leite caprino, indicado principalmente para criangas, em casos de
hipersensibilidade as proteinas do leite de vacas (LUZEAU et al., 1983; NOVAK
e ALMEIDA, 2002).

As caracteristicas fisico-quimicas e microbioldégicas do leite humano
ordenhado distribuido pelos BLH € assunto de grande interesse no contexto da
saude publica, pois este alimento sera fornecido a neonatos nos primeiros dias
de vida. Portanto, o consumo de leite contaminado pode transmitir patogenos,
contribuindo com as taxas de morbimortalidade infantil (RNBLH, 2006).

A acidez titulavel em graus Dornic (°D) e o crematdcrito figuram dentre as
principais caracteristicas fisico-quimicas do LHO. O leite € um sistema
tamponante com baixa concentracdo de ions de hidrogénio livre. A acidez
titulavel permite aferir a carga acida do leite (THO e HO, 1978; LUZEAU et al.,
1983). A ingestdo de leite acido resulta em acidose metabdlica, podendo
causar enterocolite necrosante em recém-nascidos prematuros e de baixo peso
ao nascimento (THO e HO, 1978). Os valores de acidez do leite humano
considerados aceitaveis variam entre 1,0 e 8,0°D (GALHARDO et al., 2002,
RNBLH, 2006).

No presente estudo, 95,42% das amostras de LHO apresentaram acidez
titulavel < 7,5 °D. De maneira similar, Cavalcante et al. (2005) ao avaliarem
4204 amostras de LH observaram que 91,4% apresentaram acidez titulavel <
7,5°D. Este valor situa-se dentro do limite aceitavel pela RNBLH. No entanto, é
licito afirmar que amostras de leite materno com acidez titulavel < 7,5 °D devem
ser pasteurizadas, com o intuito de eliminar micro-organismos patogénicos
passiveis de contaminagao primaria ou secundaria, além de cerca de 90,0% da
microbiota saprofita ou normal (RNBLH, 2006; ANVISA, 2007).

De acordo com as normas padronizadas pela RNBLH, amostras de leite
com acidez titulavel = 7,5 °D devem ser descartadas em virtude da ocorréncia
de prejuizos nutricionais, como reducdo dos teores de creme, gordura total e
valor energético, além do risco de determinar acidose metabdlica e enterocolite

necrosante em neonatos (THO e HO, 1978).
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Estudos tém demonstrado que o aumento da acidez em teores = 7,0 °D
pode estar relacionado as condi¢des inadequadas de transporte e temperatura
interna das caixas isotérmicas conduzidas pelas nutrizes até o BLH (LUZEAU,
et al,, 1983). O aumento progressivo da temperatura interna da caixa
isotérmica e do LHO estimulam a acao fermentativa e das enzimas (proteases,
lipases e carboxilases) de bactérias presentes no leite, determinando a
degradacao dos triglicerideos pelas lipases produzidas pelos acidos graxos n&o
esterificados (acidos graxos livres — AGL), elevando as concentragdes de ions
H*, com consequente redugdo do pH e aumento da acidez titulavel (LUCAS e
ROBERTS, 1979), resultando na reducdo da qualidade do leite materno
fornecido aos neonatos pelos BLH.

No presente estudo também foram avaliados o aporte caldrico do leite
materno. Foram observados variacbes de 11,29+1,54 para teor de creme,
7,33+0,65% para gordura e 1044,19+392,77 Kcal/L de valor energético. Vieira
et al. (2004) ao avaliarem o percentual de gordura de amostras de leite humano
cru ordenhado verificaram que os valores obtidos foram 8,914,6%.

A variagdo no teor de gordura pode ser creditada a varios fatores, que
incluem o estagio do ciclo lactacional, a individualidade genética, a dieta da
nutriz e diferengas entre grupos étnicos (MORGANO, 2005). Ademais, Askit et
al. (2002) demonstraram alteragdes no porcentual médio de gordura do leite
colhido manualmente no inicio da mamada (2+1,9%), apos cinco minutos de
mamada (9+2,8%), no décimo minuto de mamada (11,41+4,6%) e ao final da
mamada (14,3+3,8%), indicando que a fase da colheita de leite pode influenciar
nos teores de gordura do alimento estocado nos BLH.

O leite bovino e o caprino sao considerados os alimentos mais nobres e
completos de origem animal utilizados no consumo humano. Porém, para
exercer sua fungao nutricional de forma segura, o leite precisa possuir alguns
atributos que garantam sua qualidade e de seus derivados. A qualidade do leite
€ definida, entre outros parametros, por possuir baixo numero de micro-
organismos deteriorantes, auséncia de patogenos, baixa contagem de células
somaticas e auséncia de qualquer residuo quimico e/ou téxico (ALVES, 2001).

ApOés a ordenha o leite ndo deve apresentar fermentacéo. A acidez natural
do produto é decorrente dos componentes presentes no proprio leite, como a

caseina, fosfatos, albumina, diéxido de carbono e citrato (PEREIRA et al.,
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2001). Depois de certo tempo de decorrida a ordenha, por acao da temperatura
e perda dos inibidores naturais, o leite passa a apresentar aumento da acidez
como resultado da acidificacdo da lactose, devido ao metabolismo acelerado
de micro-organismos presentes no produto (OLIVEIRA e NUNES, 2003).

A acidez titulavel em graus Dornic (°D) de leite fluido bovino aceitavel pela
legislagéo brasileira situa-se entre 14-18°D (0,14g a 0,18g de acido latico/100
mL de leite), enquanto para o leite de cabra esta variagdo encontra-se entre 13-
18 °D (0,13g a 0,18g de acido latico/100 mL de leite). O leite com valores de
acidez acima ou abaixo do estipulado pela legislagdo nacional é considerado
improprio para o consumo, devendo ser descartado (BRASIL, 2000,2002).

No presente estudo, 48,50% das amostras de leite de vacas que
apresentaram alteragéo no teste de Tamis ou CMT e 56,0% das amostras de
leite bovino sem mastite acusaram acidez dornic dentro dos padrbes exigidos
pela IN 22 do MAPA (BRASIL, 2002). O baixo indice de acidez dornic do leite
de vacas com mastite foi verificado em 36,00% das amostras. Dentre as 200
amostras negativas para mastite bovina, 10,00% apresentaram valores
inferiores ao minimo aceitavel pelo MAPA, enquanto 34,00% das amostras
revelaram valores acima dos padroes.

Almeida et al. (1999) encontraram valores discordantes dos obtidos no
presente estudo, pois ao avaliarem 21 amostras de leite de vacas verificaram
que apenas 28,57% apresentaram-se dentro dos valores aceitaveis, enquanto
71,43% situaram-se abaixo do indice minimo permitido. SILVA et al. (2008) ao
analisarem o leite bovino de 17 miniusinas verificaram que 7,5% das amostras
apresentaram acidez dornic fora dos padrbes exigidos pela legislagéo. Estes
achados indicam a necessidade de otimizagdo das condigdes de ordenha
visando reduzir os riscos de contaminagao microbiana do leite, que pode,
dentre outros fatores, influenciar na acidez lactica e, consequentemente, na
qualidade do produto.

Cunha (2007) ao avaliar o leite de 160 cabras observou ampla variagcéo
na acidez, entre 1-18°D. Mello et al. (2010) também verificaram grande
variagao na acidez dornic de amostras de leite de cabras. No presente estudo,
o leite das cabras amostradas também apresentou grande variagdo de acidez
dornic (5 a 32 °D), das quais 49,00% e 53,50% das amostras com e sem

mastite, respectivamente, apresentaram valores satisfatorios. Apenas 9,50% do
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leite de cabras com mastite apresentaram indice de acidez abaixo do permitido
pela IN 37 (BRASIL, 2000).

A elevada taxa de acidez dornic encontrada nas amostras de leite de
animais (pH < 6,5) pode resultar de variagdes nutricionais, fase de lactacdo ou
demora do translado entre a propriedade e a chegada ao laboratério para o
processamento. Mesmo com o armazenamento das amostras de leite em
caixas isotérmica e/ou refrigeradas (4-8°C), pode ocorrer elevagdo da acidez
devido a presenga de micro-organismos com potencial fermentativo
(RODRIGUES et al., 1995; OLIVEIRA e NUNES, 2003).

A presenca de indices de acidez dornic abaixo do minimo permitido pela
legislacao, geralmente esta relacionada a processos infecciosos da glandula
mamaria. A mastite causa reducao dos teores de gordura, lactose e caseina, e
aumento de cloretos e soroproteinas, tornando o leite mais alcalino (pH = 6,9),
portanto, com menor acidez dornic (RODRIGUES et al., 1995; FONSECA e
SANTOS, 2007).

As condi¢cbes sanitarias inadequadas de processamento do leite de
animais de producao favorecem a ocorréncia de doengas no rebanho, gerando
depreciacéo e perda de qualidade do produto, com consequente risco a saude
publica (ALVES, 2001; LANGONI et al., 2006). De maneira similar, condigdes
improprias de coleta e armazenamento do leite materno em BLH podem
favorecer a presenga de micro-organismos patogénicos. Desta maneira, além
das caracteristicas fisico-quimicas, o perfil microbiano do leite humano, bovino
e caprino tem sido motivo de grande preocupacao pelos profissionais da area
médica (RNBLH, 2006).

O LH ordenhado ndo possui protecao fisica que impega o acesso de
micro-organismos aos seus nutrientes. Assim, o leite materno pode se
constituir em via de transmissao de micro-organismos patogénicos aos recém-
nascidos, caso ndo seja manipulado sob condi¢cdes higiénicas adequadas. A
adocao de medidas preventivas reduz os riscos operacionais e a contaminacao
secundaria proveniente do ambiente, de utensilios, das doadoras e dos
profissionais da area de saude, proporcionando ao final, alimento seguro e
saudavel para neonatos e criangas (OPAS, 2003; RNBLH, 2006).

Staphylococcus spp. sdo 0s micro-organismos mais frequentemente
isolados de leite humano (LAWRENCE e LAWRENCE, 2007), a semelhancga do
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leite bovino e caprino (QUINN et al., 2005; RADOSTITS et al., 2007). No
presente estudo, Staphylococcus spp. foi responsavel por 56,45% dos isolados
de LH. Estes resultados foram semelhantes aos descritos em estudos similares
que ressaltaram a elevada ocorréncia do género Staphylococcus em leite
humano (NETO et al., 2001; COSTA et al., 2004).

Dentre as espécies de ECN e ECP identificadas no leite das doadoras
amostradas no presente estudo, S. epidermidis (39,78%) foram os mais
prevalentes, enquanto S. aureus foi responsavel por apenas 2,69% dos
estafilococos isolados. Serafini et al. (2003) ao avaliarem 194 amostras de leite
humano cru verificaram elevada prevaléncia de S. epidermidis (20,59%), além
de destacarem o isolamento de S. aureus em 7,35% das amostras. Delgado et
al. (2009) cultivaram o leite de 30 mulheres e também observaram elevada
ocorréncia de S. epidermidis (90,00%) e S. aureus (26,66%).

Nas amostras de leite humano obtidas do BLH do HC da UNESP/
Botucatu, SP, também foram isolados leveduras, Acinetobacter spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus spp., Micrococcus spp. e
enterobactérias. Este achado concorda com estudos similares envolvendo a
investigacdo de micro-organismos de origem bacteriana ou fungica em BLH
(NETO et al., 2001; NOVAK et al., 2002; SERAFINI et al., 2003; COSTA et al.,
2004) e reforcam a complexidade de patégenos de potencial zoondtico que
podem contaminar o produto destinado aos recém-nascidos.

Segundo as normas preconizadas pela RNBLH, os micro-organismos do
grupo dos coliformes sdo utilizados como o principal indicador do controle
sanitario para o leite humano ordenhado pasteurizado. O Ministério da Saude
estabeleceu como padrdo de qualidade microbiolégica a auséncia de
coliformes em 1 mL de leite, valor que permite elevado grau de seguranca do
produto, uma vez que a maioria dos enteropatdégenos possuem dose infectante
para criancas superior a 10° UFC/mL (ANVISA, 2007).

No presente estudo, 16,67% dos micro-organismos isolados foram
classificados como pertencentes ao grupo das enterobactérias, incluindo
Enterobacter spp., Klebsiella spp. e Hafnia alvei. Novak et al. (2001) ao
avaliarem 837 amostras de LHO, observaram que 56,4% dos isolados foram
representados por Klebsiella pneumoniae, 35,2% por Enterobacter cloacae e

4,2% por E. coli. Em contraste, ndo houve isolamento de E. coli no presente
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estudo, fato que merece destaque em virtude deste micro-organismo ser
considerado como o principal indicador de contaminagao em BLH. No entanto,
a presenga de outras enterobactérias no leite das nutrizes sinaliza a
necessidade da otimizacdo das acbes de prevencdo de contaminagao
microbiana do leite a partir do ambiente, utensilios e fezes desde a colheita até
o estoque, visto que, por vezes, este produto também é oferecido a recém-
nascidos debilitados.

Enterobacter spp. (especialmente E. sakazakii) e Klebsiella spp. tem sido
frequentemente reportados como patdégenos associados a infecgdes
hospitalares em neonatos (BIERING et al., 1989; CDC, 2001). Estes micro-
organismos foram identificados no presente estudo em 15,59% das amostras
avaliadas das nutrizes. A presenca destas enterobactérias reforca que estas
amostras possam ter sido obtidas e/ou estocadas sob condi¢cdes higiénicas
insatisfatérias, representando fator de risco para os recém-nascidos
amamentados com leite fornecido pelo BLH.

A presenca de diferentes patdégenos no leite amostrado das nutrizes no
presente estudo refor¢ca a importancia da exigéncia de pasteurizagdo do LHO
em banho-maria (mantido a 62,5 °C por 30 minuto) [RNBLH, 2006; ANVISA,
2007], visando minimizar os riscos de infeccdo em recém-nascidos pela
ingestao deste alimento.

Dentre as amostras de leite bovino com e sem mastite, Streptococcus
spp., Staphylococcus spp. e Corynebacterium bovis foram os micro-organismos
mais comumente isolados. S. aureus e S. saprophyticus predominaram no leite
de vacas com mastite. Marmore et al. (2006) ao avaliarem 864 amostras de
leite de vacas verificaram que o género Staphylococcus também foi
identificado em elevada frequéncia, responsavel por 26,40% dos isolamentos.
Este achado também foi descrito por outros autores que estudaram a mastite
bovina (ANDRADE et al., 1998; FERREIRA et al.,, 2007; HARTMAN, et al.
2007), reiterando o predominio do género Staphylococcus na etiologia das
infecgdes mamarias em vacas.

No leite de cabras com mastite foram identificados 85,29% de isolados
pertencentes ao género Staphylococcus, dos quais S. epidermidis (36,21%), S.
lugdunensis (25,86%) e S. aureus (13,79%) foram as espécies mais

frequentemente identificadas. Estudos similares também verificaram elevada
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prevaléncia de Staphylococcus spp. (83,80%) na mastite caprina (MOTA et al.,
2000; MURICY, 2003; SCHMIDT et al., 2009; NEVES et al., 2010; GARINO JR.
et al., 2011).

Mariano et al. (2007) investigaram as espécies de 184 isolados de
Staphylococcus spp. isoladas de leite de cabras e obtiveram resultados
semelhantes ao presente estudo, identificando predominantemente linhagens
de S. aureus (38,8%), S. lugdunensis (13,7%), S. epidermidis (13,7%). S.
capitis (2,8%), S. cohnii (5,4%), S. chromogenes (2,8%), S. simulans (13,7%),
S. caprae (2,8%), S. haemolyticus (2,8%) e S. warneri (2,8%). Peixoto et al.
(2010) ao avaliarem 878 amostras de leite de cabras também verificaram alta
prevaléncia de Staphylococus spp. (29,9%), dos quais S. aureus
corresponderam a 16,9%, S. hyicus 11,7%, S. intermedius 7,1%, S. epidermidis
6,5%, S. caprae 7,8% e S. simulans 3,0%.

O predominio de Staphylococcus spp. nas infeccbes mamarias em
cabras é atribuido ao habitat deste micro-organismo na pele, mucosas e
conjuntivas dos animais, particularmente no ubere de fémeas (MORONI et al.,
2005). O isolamento de espécies de estafilococos no leite de cabras
encontradas geralmente em humanos, como S. epidermidis, S. lugdunensis e
S. auriculares pode ser atribuido ao contato frequente desta espécie animal
com seus tratadores, particularmente no momento da ordenha, que é realizada
comumente de forma manual nesta espécie.

A baixa ocorréncia de Pseudomonas spp., Streptococcus spp. € E. coli no
leite de cabras concorda com os achados encontrados por White e Hinckley
(1999) e Almeida (2009), que referem a baixa participagdo destes micro-
organismos na génese da mastite caprina.

Staphylococcus spp. também foi o agente mais prevalente dentre as
estirpes isoladas de tetos de cabras e vacas negativos ao teste de Tamis e/ou
CMT. Estes resultados evidenciam elevada ocorréncia destas espécies animais
como portadoras deste grupo de micro-organismos. Desta forma, reforca-se a
necessidade da adog¢ao de melhores praticas de higiene na ordenha, visto que
estes micro-organismos nao sao identificados nas provas de rotina de
diagndstico de mastite clinica (Tamis) e subclinica (CMT), favorecendo a

disseminagao destes patdgenos contagiosos no rebanho (COSTA, et a., 2005),
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bem como os riscos em saude publica pelo consumo de leite contaminado com
estes micro-organismos patogénicos.

A preocupacédo com a utilizagdo indevida de antimicrobianos, assim como
o aumento da ocorréncia de resisténcia bacteriana frente aos principais
farmacos utilizados na medicina humana e animal, tem sido reiteradamente
abordadas na literatura (BRITO et al., 2001; DEL FIOL e MINALI, 2006),
principalmente pelos reflexos em saude publica (ANVISA, 2007).

Os maiores indices de sensibilidade das linhagens aos antimicrobianos no
presente estudo foram observados para amoxacilina com acido clavulanico
(79,62%), vancomicina (73,25%) e cefalexina (71,84%). Apesar de nao estarem
disponiveis antimicrobianos atoxicos, este grupo de farmacos podem ser
indicados a nutrizes, visto que apresentam baixa excreg¢ao residual no leite e
poucos efeitos toxicos para neonatos em doses terapéuticas (AAP, 2001; BAR-
OZ et al., 2003).

Ha poucos dados na literatura relacionados ao uso da vancomicina em
mulheres gestantes ou lactantes, assim como a ocorréncia de reacgdes
indesejaveis atribuidas a este farmaco, ficando a indicacdo deste
antimicrobiano restrita aos casos de sensibilidade as penicilinas, e resisténcia
microbiana a eritromicina e clindamicina (WILHELM e ESTES, 1999; SUS,
2011).

As maiores taxas de resisténcia dos isolados de origem humana foram
verificadas para penicilina (89,81%), ampicilina (85,99%) e oxacilina (75,16%).
A multirresisténcia para cinco ou mais antimicrobianos foi observada em
66,24% dos isolados. As linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de
amostras de LH apresentaram 55,24% de multirresisténcia frente a cinco ou
mais farmacos testados.

Novak et al. (2001) verificaram multirresisténcia em isolados obtidos de
leite humano frente a ampicilina (95,8%), cefalotina (67,0%), cefoxitina (59,1%),
cefuroxima (8,4%), sulfametoxazol-trimetoprin (2,8%) e ceftriaxona (1,4%). A
alta ocorréncia de resisténcia dos isolados as penicilinas e derivados pode ser
justificada pela utilizacdo de farmacos no poés-parto e a automedicagao, que
contribuem para aumento da pressao seletiva de micro-organismos para este

grupo de antimicrobianos.
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Dentre as 240 amostras de leite humano analisadas, 85,00% revelaram a
presenca de residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras da
multiplicagdo microbiana. Este achado pode ser atribuido a administracdo
destes farmacos na profilaxia das infecgdes no pds-parto (especialmente em
casos de cesariana), pelo uso indiscriminado pelas nutrizes, ou mesmo
secundario a ingestdo de produtos e derivados de origem animal que
contenham residuos de antimicrobianos. A escassez de literatura abordando a
deteccao de residuos de antimicrobianos ou substancias inibidoras em leite
humano indica que estudos similares devem ser conduzidos com o intuito de
verificar a presenca destes farmacos no leite oferecido aos neonatos e suas
implicagdes aos lactentes.

Estudos envolvendo a sensibilidade microbiana “in vitro” em isolados de
leite de vacas com mastite tem demostrado elevada resisténcia de certos
grupos de patdégenos a diferentes farmacos, notadamente estafilococos e
enterobactérias (GARINO JR. 2000; RIBEIRO et al., 2006; NADER FILHO, et
al., 2007a; SURIYASATHAPORN, 2010). Souza et al. (2008) ao avaliarem
isolados de origem bacteriana provenientes de vacas positivas ao CMT
verificaram elevada sensibilidade microbiana para gentamicina. Neste mesmo
estudo, altas taxas de resisténcia dos isolados foram evidenciadas para
ampicilina, amoxacilina, cefalexina, neomicina e trimetoprim.

No presente estudo, a totalidade dos isolados de leite obtidos de vacas
com mastite apresentaram altas taxas de sensibilidade frente a amoxacilina
com acido clavulanico, cefalexina, cefoperazona e cefoxitina, enquanto os
isolados de vacas sem mastite foram sensiveis principalmente a amoxacilina
com acido clavulanico, cefalexina e vancomicina. As maiores taxas de
resisténcia para bactérias isoladas do leite bovino com mastite foram
observadas para neomicina, sulfa/trimetoprim e gentamicina. Por outro lado, as
maiores taxas de resisténcia dos isolados foram observadas para
sulfa/trimetoprim, oxacilina, eritromicina e neomicina frente as linhagens
obtidas de amostras negativas para mastite.

Estes resultados corroboram com os encontrados por Silva et al. (2008),
que ao avaliarem o0s micro-organismos isolados de vacas com mastite
verificaram altas taxas de sensibilidade dos isolados para amoxacilina com

acido clavulanico, cefalotina e cefalexina. Suriyasathaporn (2010) ao comparar
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a sensibilidade microbiana de isolados de leite de vacas verificou altos indices
de sensibilidade para cefalexina (100%) e cloxacilina (95,00%), e elevada
resisténcia das linhagens frente a estreptomicina (95,65%), ampicilina (43,48%)
e sulfametoprim (30,43%). Os achados sinalizam as cefalosporinas como
farmacos efetivos para o tratamento de mastite em animais de producéo
(RIBEIRO, 2008).

A multirresisténcia aos antimicrobianos, caracterizada por certa linha de
pesquisadores como a resisténcia do micro-organismo para mais de uma
classe de antimicrobianos (SIEGEL et al., 2006), ou para mais de trés farmacos
(RIBEIRO et al.,, 2009; GARINO JR. et al.; 2011), também foi avaliada no
presente estudo.

Foi verificada resisténcia multipla a cinco ou mais farmacos em 53,74% e
40,82% dos micro-organismos isolados de leite de vacas com e sem mastite,
respectivamente. Este resultado refor¢a que seria salutar que as abordagens
terapéuticas de infeccdbes mamarias em vacas na lactagdo e/ou no periodo
seco, fossem respaldadas por testes de sensibilidade microbiana “in vitro”,
proporcionando melhores taxas de cura, minimizando a pressao seletiva de
isolados bacterianos multirresistentes (RIBEIRO, 2008).

Das amostras de leite de vacas com e sem mastite avaliadas verificou-se
que 28,50% e 24,00%, respectivamente, foram positivas ao teste para
presenca de residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras no leite.
Nascimento et al. (2001) analisaram a ocorréncia de residuos de
antimicrobianos em 96 amostras de leite pasteurizado comercializado em
Piracicaba, SP, e observaram 50% de positividade. Almeida et al. (2003)
investigaram o leite de 158 propriedades rurais situadas em Uberlandia, MG, e
detectaram residuos de beta-lactamicos em 1,89% das amostras. Em
contraste, Mendes et al. (2008) avaliaram 32 amostras de leite bovino
comercializado clandestinamente na regido de Mossord, RN, e n&do obtiveram
positividade no Delvotest™ .

A elevada ocorréncia de resisténcia dos isolados observada no estudo e a
presenca de residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras da
multiplicagdo microbiana no leite, pode ser justificada pelo uso indevido ou ndo
racional de antimicrobianos no tratamento intramamario ou parenteral de vacas

nas propriedades estudada.
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Recentemente, também tem se relatado crescente resisténcia bacteriana
“in vitro” aos principais agentes causadores de mastite em cabras frente aos
antimicrobianos convencionais (LANGONI et al., 2006). A semelhanga do que
foi observado para micro-organismos de leite bovino, os isolados de leite de
cabras com mastite apresentaram alta sensibilidade a amoxacilina com acido
clavulanico, cefalexina e vancomicina, enquanto os isolados de cabras sem
mastite foram sensiveis principalmente para cefalexina, amoxacilina com acido
clavulanico e vancomicina.

Embora a vancomicina nao seja indicada no tratamento de afecgbes em
animais, estudos tem verificado a presenga de micro-organismos resistentes a
este farmaco isolados de fezes de frangos e pombos (POETA et al., 2005).
Estes resultados sinalizam de forma preocupante para os riscos de infecgdes
cruzadas entre humanos e animais, por linhagens vancomicina resistentes.

As maiores taxas de resisténcia para micro-organismos recuperados das
cabras amostradas com mastite foram observadas para eritromicina, neomicina
e sulfa/trimetoprim. Em contraste, dentre os patdgenos obtidos de animais sem
mastite a resisténcia dos isolados foi observada predominantemente para
sulfa/trimetoprim, enrofloxacina e eritromicina. A baixa efetividade da neomicina
e sulfa/trimetoprim nos animais amostrados pode encontrar justificativa na
utilizagdo destes grupamentos de antimicrobianos por varias décadas, no
tratamento intramamario das mastites, fato que pode resultar na reducédo da
efetividade frente aos patdégenos.

A maioria das espécies de micro-organismos isoladas de leite das cabras,
com e sem mastite, foram representadas por linhagens do género
Staphylococcus spp. Schmidt et al. (2009) observaram elevada taxa de
resisténcia de estirpes de Staphylococcus spp. isoladas de leite de cabras
frente a ampicilina. Langoni et al. (2006) ao avaliarem micro-organismos
isolados de leite de cabras com mastite subclinica, observaram sensibilidade
das linhagens principalmente para oxacilina e gentamicina, e elevadas taxas de
resisténcia frente a penicilina e ampicilina. Neves et al. (2010) e Garino Jr. et al.
(2011) verificaram alta resisténcia bacteriana para penicilina e ampicilina em
isolados obtidos de cabras, a semelhanga do presente estudo, nos quais
63,18% e 60,63% dos patogenos isolados de cabras com mastite

apresentaram resisténcia frente a penicilina e ampicilina, respectivamente.
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Garino Jr. et al. (2011) salientaram que 42,86% dos micro-organismos
isolados de cabras com mastite subclinica apresentaram resisténcia a trés ou
mais farmacos. Nas cabras amostradas no presente estudo foi verificado que
66,14% e 72,73% dos isolados de leite de cabras com e sem mastite
respectivamente, apresentaram multirresisténcia a cinco ou mais
antimicrobianos testados.

Dentre as linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite de cabras
com e sem mastite, 68,10% e 77,50% respectivamente, foram multirresistentes
a cinco ou mais farmacos testados. Este achado também sinaliza necessidade
do uso racional de antimicrobianos em cabras com mastite, com respaldo de
testes de sensibilidade “in vitro”, visando melhorar as taxas de cura, bem como
reduzir a ocorréncia de linhagens multirresistentes isoladas do leite.

No presente estudo pbéde-se verificar que o leite de cabras com e sem
mastite apresentou, respectivamente, 21,00% e 11,50% de positividade para a
presenca de residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras da
multiplicagdo microbiana no leite. Santos (2005) ao avaliar 60 amostras de leite
de cabras provenientes de seis miniusinas utilizando o método
imunoenzimatico para deteccdo de beta-lactamicos verificou que 19 (31,66%)
amostras foram positivas ao teste. Nardellli et al. (2006) verificaram 15,25% de
positividade para presenca de beta-lactamicos em 118 amostras de leite
caprino. Araujo (2008) ao avaliar 150 amostras de leite de cabras provenientes
de duas miniusinas de dois municipios da Paraiba, utilizando o kit Delvotest™,
detectou a presenca de residuos em 21,1% das amostras em uma propriedade,
enquanto na outra, 24,0% das amostras foram positivas.

A presencga de residuos de antimicrobianos no leite de cabras também
merece preocupacado e atencdo da comunidade cientifica. O uso de anti-
mastiticos elaborado para vacas no tratamento da mastite em cabras, e a
auséncia de produto especifico para o tratamento da mastite em pequenos
ruminantes, pode contribuir para a administracado de doses elevadas nestes
animais, que excedem o esperado de descarte do leite, favorecendo a
presenca de residuos de farmacos no leite de cabras (RIBEIRO, 2008).

O uso indiscriminado de antimicrobianos contribui com a ocorréncia de

micro-organismos resistentes, principalmente do género Staphylococcus,
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considerado problema emergente em saude publica (CRAWFORD e DAUM,
2005; GRUNDMANN et al., 2006; COELHO et al., 2007).

A introducdo da benzilpenicilina em 1944 culminou com as primeiras
descrigdes de estirpes de Staphylococcus spp. produtores de betalactamases
(KIRBY, 1944). Na década de 60, com o surgimento das penicilinas semi-
sintéticas estaveis as betalactamases, como a meticilina e oxacilina, ocorreram
os primeiros relatos de linhagens de S. aureus resistentes a estes novos
farmacos, denominadas Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA)
[JEVONS, 1961]. Embora no Brasil se utilize a oxacilina em detrimento da
meticilina no tratamento de infecgbes estafilocécicas, a sigla MRS tem sido
empregada para designar linhagens de Staphylococcus spp. que néo
respondem ao tratamento com oxacilina (PINHEIRO, 2008).

No fim da década de 80, os isolados MRS receberam grande destaque na
literatura cientifica devido a implicagdes deste micro-organismo em graves
surtos de infecgao hospitalar em bergarios de unidade de terapia intensiva
(MOREL et al., 2002; WINN JR et al., 2008). A possibilidade de veiculagao
intrafamiliar deste patogeno para neonatos e prematuros também foi reportada
(TVENTEN et al., 1991; HOLLIS et al., 1995). Porém, embora MRS estejam
implicados frequentemente em epidemias em bercarios (MOREL et al., 2002),
sdo pontuais os estudos descritos envolvendo a epidemiologia, com énfase a
transmissao do agente para os neonatos.

Novak et al. (2000) avaliaram 500 amostras de leite humano provenientes
de cinco Bancos de Leite de diferentes estados brasileiros. Foram isoladas 171
estirpes de S. aureus, das quais 57 (11,40%) apresentaram resisténcia a
meticilina e alta taxa de resisténcia para oxacilina. Reddy et al. (2007)
investigaram 48 linhagens de S. aureus isolados de casos de mastite
puerperal e verificaram a ocorréncia de 21 (43,75%) MRSA isolados de leite
humano. Pinheiro (2008) utilizou o método de difusdo com discos de cefoxitina
e oxacilina no estudo da ocorréncia de estirpes de MRSA em dois grupos de
lactantes, um com mastite puerperal e o outro negativo para mastite,
observando a presenca do patdogeno em 11,30% e 7,1%, respectivamente.

A identificacdo fenotipica pelo método de difusdo com discos tem
mostrado baixa associagdo quando comparada a detecgado do gene mecA em

linhagens de Staphylococcus spp. Desta forma, a identificacdo genotipica
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realizada por técnicas moleculares tem se mostrado fundamental para
identificar a presengca deste gene que confere resisténcia a meticilina
(SWENSON e TENOVER, 2005; ZHANG et al., 2011). No presente estudo foi
verificada elevada ocorréncia de MRS em leite humano, visto que 33,33% dos
ECP isolados de leite materno provenientes do Banco de Leite apresentaram
resisténcia frente aos discos de cefoxitina e/ou oxacilina, e 93,33% aos discos
de penicilina. O gene mecA foi detectado em 53,33% dos ECP avaliados.
Dentre as 40 linhagens de ECN investigadas, 70,00% apresentaram resisténcia
aos discos de cefoxitina e/ou oxacilina, enquanto 95,00% foram resistentes aos
discos de penicilina e o gene mecA detectado em 75,00% dos ECN isolados.

Behari et al. (2004) relataram a ocorréncia de septicemia e conjuntivite em
dois neonatos que receberam leite materno por sonda nasogastrica. A
presenca de linhagens de MRSA foi verificada apds a realizagdo de
hemocultura do primeiro bebé e cultura de exsudato conjuntival do segundo.
Amostras de leite das duas maes foram cultivadas, identificando a presenca de
estirpes de MRSA. Todas as linhagens de MRSA foram confirmadas pela
técnica de pulsed-field. No entanto, maes ndo apresentaram sinais de mastite
puerperal. Este fato refor¢a os riscos de transmissao de linhagens MRSA pelo
leite de maes aparentemente saudaveis para os neonatos, devendo ser
levadas em consideracdo como potencialmente portadoras deste micro-
organismo patogénico.

A transmiss&o de MRSA pelo leite materno também foi descrita nos EUA
em dois casos de recém-nascidos, no qual uma menina que veio a ébito, e um
menino, apresentaram septicemia por linhagens de MRSA. Estas linhagens
foram isoladas do leite das maes, das quais a mde da menina desenvolveu
mastite puerperal, reforcando a preocupacado das maes como portadoras de
linhagens MRS (LACOUNTY, 2004).

A ocorréncia de Staphylococcus resistentes a meticilina isolados de
humanos motivou a comunidade cientifica a investigar a presenga de MRS em
isolados obtidos de animais domésticos (O'MAHONY et al., 2005., BEMIS et
al., 2006; COELHO et al., 2007; KLEVENS et al., 2007). Com efeito, estudos
nas ultimas décadas tém divulgado a ocorréncia de linhagens MRS em animais
(BEMIS et al., 2006) e ressaltado os riscos da transmissdo cruzada destes

micro-organismos entre animais e humanos (WEESE et al., 2006; JUHASZ-
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KASZANYITZKY; VAN LOO et al.,, 2007., MORGAN, 2008). A ocorréncia
destas linhagens em alimentos de origem animal e em animais de produgao
como bovinos, caprinos, suinos e frangos tem sido enfatizada pelos
profissionais da saude (LEE, 2003; KITAI et al., 2005; VOS et al., 2005;
CORRENTE et al., 2007; NORMANNO et al., 2007; STASTKOVA, et al., 2009;
FEBLER et al., 2010).

Na Coréia, Moon et al. (2007) avaliaram a sensibilidade antimicrobiana de
835 linhagens de S. aureus e 763 de ECN isoladas de vacas com mastite. Das
linhagens isoladas, 21 (2,5%) S. aureus e 19 (2,4%) ECN apresentaram
resisténcia a meticilina quando submetidas a prova de difusdo com discos para
oxacilina e confirmadas pelo teste de CIM com oxacilina. A presencga do gene
mecA foi observada em 13 linhagens de S. aureus e 12 de ECN. Estes
resultados diferem dos encontrados no presente estudo, que verificou 06/20
(30,00%) linhagens de ECP e 06/20 (30,00%) de ECN isolados de vacas com
mastite, resistentes aos discos de oxacilina, das quais apenas duas estirpes de
ECN apresentaram resisténcia para oxacilina na CIM. Também nao foram
detectados no presente estudo, isolados de ECP com presencga do gene mecA.
Em contraste, dentre as 20 linhagens de ECN isoladas de vacas mastiticas, 8
(40,00%) apresentaram gene para resisténcia a meticilina. Destas, duas foram
sensiveis aos discos de cefoxitina, oxacilina, penicilina e fita de oxacilina.

De maneira similar, Sawant et al. (2009) verificaram a presenca de mecA
em 32,43% dos ECN isolados do leite de vacas com mastite. Contrariamente,
Juhasz-Kaszanyitzky et al. (2007) ao avaliarem 375 linhagens de S. aureus
isoladas de leite de vacas com mastite subclinica verificaram 27 (7,20%)
MRSA, dos quais a presenga do gene mecA foi observada em apenas oito
estirpes. Bal et al. (2010) também encontraram numero restrito de linhagens
contendo o gene mecA ao estudar ECN isolados de casos de mastite
subclinica em vacas. Porém, Fefler et al. (2010) investigaram a sensibilidade a
oxacilina em 121 isolados de ECN utilizando as técnicas de difusdo com discos
e CIM, e verificaram 16 linhagens com resisténcia simultdnea a estas duas
provas, além da presenga do gene mecA em 15 estirpes.

Com o notdério crescimento mundial da caprinocultura leiteira, varios
pesquisadores tem se preocupado em melhorar a qualidade do leite e

derivados de origem caprina, destinados ao consumo humano. No entanto,
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ainda sao pontuais os estudos conduzidos na identificagcdo e implicagcdo de
Staphylococcus spp. produtores de beta-lactamase e/ou linhagens MRS
presentes no leite de cabras, bem como na deteccado de animais portadores.

No presente estudo, a resisténcia dos isolados de caprinos frente a
penicilina e sensibilidade a cefoxitina foi verificada, respectivamente, em
43,75% e 100,00% das linhagens de ECP, e 65,00% e 75,00% dos ECN
isoladas de leite mastitico. Ressalta-se nos isolados das cabras amostradas, a
alta ocorréncia de resisténcia a penicilina (55,00%) e oxacilina (50,00%) em
linhagens de ECN.

No Ird, Ebrahimi et al. (2010) encontraram dados diferentes ao avaliarem
23 linhagens de Staphylococcus spp. isolados de cabras com mastite
subclinica. Dentre os isolados, 14 foram classificados como S. aureus e nove
como S. epidermidis. A resisténcia frente aos discos de penicilina foi verificada
em 100,00% dos S. aureus e 33,33% dos S. epidermidis.

No Brasil, Garino et al. (2011) avaliaram 42 linhagens de Staphylococcus
spp. isoladas de leite de cabras com mastite subclinica quanto a sensibilidade
aos antimicrobianos e a produgao de beta-lactamase. As maiores taxas de
resisténcia dos isolados foram observadas para penicilina (66,67%) e
ampicilina (63,89%), enquanto elevada sensibilidade foi verificada para
cefoxitina (97,62%). Neste mesmo estudo, linhagens de Staphylococcus spp.
(73,81%) foram produtores de beta-lactamase.

Nos isolados de Staphylococcus spp. obtidos de cabras no presente
estudo, foram encontrados resultados semelhantes para resisténcia a
penicilina e sensibilidade a cefoxitina, reforcando a baixa efetividade da
penicilina frente ao micro-organismo. Em contraste, a boa efetividade das
cefalosporinas nos isolados, sinaliza que este grupo de antimicrobianos pode
ser recomendado nos tratamentos de mastite nesta espécie.

O gene para resisténcia a meticilina nos isolados de caprinos do presente
estudo foi detectado em 01 (6,25%) S. aureus e 07 (35,00%) ECN identificados
em cabras com mastite. O gene mecA foi idenificado em 15 (75,00%) dos ECN
isolados de cabras negativas para mastite. Em Praga, Stastkova et al. (2009)
coletaram 153 amostras de leite de cabras saudaveis e isolaram 34 linhagens
de S. aureus. Destas, 05 (14,70%) linhagens apresentaram o gene mecA e

100,00% foram resistentes a oxacilina utilizando o teste de difusdo com discos.
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Estes achados divergem dos relatados por Virdi et al. (2010) na Italia, que nao
detectaram a presenga do gene mecA em 25 linhagens de S. aureus e 75 de
ECN isolados de leite de cabras com mastite subclinica. A escassez de
investigagdes envolvendo a pesquisa do gene mecA em linhagens de
Staphylococcus spp. isolados do leite de cabras limitou a comparagao dos
achados do presente estudo.

A deteccao do gene mecA em linhagens de ECP e ECN isolados de
amostras de leite humano, bovino e caprino evidenciados no presente estudo,
alerta para a possibilidade de transmissao deste grupo de patégenos para
consumidores de produtos lacteos, bem como aos bezerros e cabritos
lactentes. Atencéo especial deve ser dada principalmente para o isolamento de
linhagens MRS presentes em leite proveniente do BLH, bem como de animais
negativos para mastite, em virtude dos riscos, respectivamente, de mulheres e
animais como portadores deste micro-organismo, responsavel por graves
surtos de toxi-infecgao, especialmente em pacientes imunossuprimidos.

Além da possibilidade das linhagens de Staphylococcus spp.
apresentarem resisténcia aos antimicrobianos - principalmente do grupo dos
beta-lactdmicos -, estas bactérias também podem veicular toxinas aos
humanos pela ingestdo de alimentos (SALES et al., 2000; RADOSTITS et al.,
2007; WINN JR., et al, 2008).

As enterotoxinas estafilocécicas (SE) sdo toxinas pirogénicas de baixo
peso molecular, termoestaveis, que resistem a pasteurizagdo e
ultrapasteurizagao, favorecendo sua permanéncia em alimentos, incluindo o
leite e derivados (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004). Sdo conhecidas como
superantigenos por estimularem resposta inespecifica de linfocitos T e
aumentarem a liberacdo de citocinas, levando a toxicidade sistémica e
supressao da resposta imune (BALABAN e RASOOLY, 2000).

As elevadas taxas de toxi-infeccdes em neonatos, particularmente
prematuros, tém preocupado os profissionais de saude (SOHN et al., 2001). A
ocorréncia de mastite puerperal, a colonizagdo da microbiota materna por
micro-organismos patogénicos e oportunistas, a manipulagdo e o
armazenamento inadequado de leite materno ou férmulas infantis, assim como
a introducao de liquidos e/ou alimentos complementares na dieta de neonatos

sao apontados como as principais causas de intoxicagao alimentar em criangas

Salerno, T., 2011.



151

recém-nascidas (NOVAK e ALMEIDA, 2002; OPAS, 2003; RNBLH, 2006). A
presenga de micro-organismos pertencentes ao género Staphylococcus com
potencial toxigénico tem sido observada com elevada frequéncia em LHO
proveniente de maes sadias (NETO et al., 2001; SERAFINI et al., 2003;
COSTA et al., 2004; DELGADO et al., 2009), bem como nos casos de mastite
puerperal (SALES et al., 2000).

Na Nigéria, Adekeye e Adesiyun (1984) investigaram a producédo de
toxinas em estafilococos isolados de 251 mulheres lactantes. Dentre as 216
linhagens de Staphylococcus spp. isoladas, 86 foram produtoras de
enterotoxinas dos tipos A (19%), B (9,7%) e C (3,7%). Destas, dez estirpes
produziram concomitantemente os trés tipos de enterotoxinas.

No Brasil, Pereira et al. (1995) investigaram a presenca de micro-
organismos no leite materno de 19 mulheres, nove sadias e dez com sinais
clinicos de mastite. Os autores identificaram S. aureus em 13 amostras de leite,
das quais oito produziram quantidades detectaveis de enterotoxinas utilizando
o método de aglutinagdo em latex. Neste estudo foram detectadas SEA, SEB,
SEC e TSST-1 em trés linhagens coagulase positivas e SEA e SEB em cinco
estirpes coagulase negativas. Novak et al. (2000) avaliaram a produgédo de SE
em 40 estirpes de S. aureus meticilina-resistentes isoladas de leite materno
humano, e observaram que apenas duas produziram SEB.

No presente estudo, dentre os 15 isolados de ECP obtidos de leite
humano, em 03 (20,00%) linhagens foi detectado o gene sea e igual
quantidade para os genes seb e sec, além de identificarmos em duas estirpes o
gene tsst-1. A associagado de dois ou mais genes foi verificada em 26,66% das
linhagens, com destaque para duas associa¢des entre sea e tsst-1, uma entre
sea e sec e outra entre sea, seb e sec. Duas linhagens foram produtoras de
toxinas estafilococicas, das quais uma produziu SEA e TSST-1, e a outra SEA
e SEC.

Recentemente no Brasil, Carneiro et al. (2004) ao avaliarem 54 estirpes
de Staphylococcus spp. isolados de leite humano provenientes de um hospital
do Rio de Janeiro, verificaram elevada ocorréncia de ECN. Do total de
amostras, foram isoladas predominantemente linhagens de S. epidermidis, S.
warneri, S. haemolyticus e S. aureus, todas identificadas por Multiplex PCR

para detecgdo de genes para SE. Foram detectados nos isolados os genes
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sea, seg e seh em trés linhagens de S. epidermidis. No presente estudo, dentre
as 40 amostras de ECN isoladas de leite humano, 90,0% apresentaram o gene
codificador para SEA, 5,00% para SEB e 15,00% para SEC. Vinte e trés
linhagens de S. epidermidis apresentaram o gene sea. A associagao de dois ou
mais genes foi verificada em 17,50% das linhagens, representadas pelos genes
sea e sec (12,50%) e por sea e seb (5,00%). Ademais, uma linhagem de S.
warneri produziu SEA e outra de S. simulans produziu SEB. Os achados do
presente estudo alertam para o risco dos ECN na génese de toxi-infecgbes
neonatais

Diferentes estudos tem demonstrado a deteccdo de varios tipos de
enterotoxinas em linhagens de Staphylococcus spp. provenientes de humanos
sadios (OMOE et al., 2002), manipuladores de alimentos (RAPINI et al., 2005;
RALL et al., 2010) e em outras espécimes clinicos de humanos (HATA et al.,
2008). No entanto, atencéo especial deve ser dada a capacidade toxigénica de
ECP e ECN isoladas de leite humano, em férmulas lacteas oferecidas a recém
nascidos e na mastite puerperal.

Estudos epidemiolégicos em ambito nacional e internacional tém
demonstrado a presencga do género Staphylococcus em aproximadamente 50%
dos casos de infecgao da glandula mamaria de bovinos (BRABES et al., 1999).
A predominancia de ECP e ECN em isolados de casos de mastite bovina
(LAMAITA et al., 2005; STAMFORD et al., 2006; FERREIRA et al., 2007;
BORGES et al., 2008) e caprina (MOTA et al. 2000; MARIANO et al., 2007;
SCHMIDT et al., 2009; PEIXOTO et al., 2010) tem sido ressaltada também por
diversos pesquisadores.

A capacidade de produzir uma ou mais toxinas € encontrada entre 30 a
50% das linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de mastite, das quais as
enterotoxinas A, B, C e D sao, notadamente, as mais patogénicas tanto para
humanos quanto para animais (CARDOSO et al, 1999; DINGES et al., 2000;
PEIXOTO et al., 2010). A produgéo de SEA, SEB, SEC e SED, isoladas ou em
associagao, tem sido descrita em linhagens de Staphylococcus spp.
provenientes de leite bovino cru (GARCIA et al., 1980; LAMAITA et al., 2005). A
deteccgdo destas enterotoxinas também ja foi referida em isolados provenientes
de amostras de queijo analisadas na Franga (ROSEC et al., 1997) e no Brasil
(BORGES et al., 2008).
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No Brasil, tem-se observado a preocupacao dos pesquisadores na ultima
década, em investigar os genes codificadores para as enterotoxinas A, B, C, D
e TSST-1 e/lou a deteccao destas toxinas. Em Minas Gerais, Cardoso et al.
(2000) avaliaram 127 linhagens de S. aureus isolados de mastite bovina e
verificaram a producéo de TSST-1 (47,00%), SED (30,00%), SEB (19,00%),
SEC (9,00%) e SEA (4,00%). Em Londrina, Santana et al. (2006) investigaram
18 linhagens de ECN e 106 de ECP isoladas de leite bovino para a produgéo
de enterotoxinas, e verificaram producao de SEA (5,5%) em ambas as estirpes.
Em Recife, Luz (2008) avaliou 94 linhagens de S. aureus isolados de leite de
vacas mastiticas e de queijo coalho, e detectaram os genes seg, seh, sei e sej,
responsaveis pela producao de toxinas em 93,6% dos isolados.

Santana et al. (2010) pesquisaram a deteccao de gene para enterotoxinas
em 51 estirpes de Staphylococcus spp. isolados de leite cru bovino obtidos de
animais do Parana e Santa Catarina, e verificaram que 14 isolados
apresentavam o gene sea. No Piaui, Oliveira et al. (2011) ao pesquisarem 574
linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de amostras de leite cru de vacas
verificaram a producéo de SEA e SED, e detectaram os genes sea (32,75%),
seb (3,44%), sec (39,65%) e sed (3,44%).

No presente estudo, 15,00% dos ECP e 50,00% dos ECN isolados de
leite de vacas com mastite apresentaram pelo menos um gene para uma das
enterotoxinas pesquisadas. Foi detectado o gene sea em 10,00% dos ECP
isolados de vacas com mastite e uma estirpe apresentou associacdo entre os
genes sea e sec. Dentre os ECN avaliados, foram observados a presenga dos
genes sea (25,00%), seb (10,00%) e sec (5,00%). A associacao entre sea e
sec também foi observada em dois isolados. Linhagens coagulase negativas
isoladas de leite de vacas sadias apresentaram a presenga dos genes sea
(21,42%), seb (14,29%) e sec (7,14%). Duas linhagens apresentaram
associacao entre sea, seb, sec e sed, sendo que uma delas foi produtora de
SEC. Diferentemente do reportado em estudos similares, nas vacas
amostradas, ndo foram isoladas linhagens de ECP ou ECN de leite de vacas
com ou sem mastite, que indicasse a presenca do gene para a enterotoxina D
e toxina da sindrome do choque toxico.

Pesquisas em outros paises também tem demostrado a preocupacédo com

o isolamento de S. aureus produtores de toxinas, e a ocorréncia de novas
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enterotoxinas em amostras de leite. Nos EUA, foram descritas linhagens de S.
aureus isoladas de leite de vacas produtoras de SEC e SED (CENCI-GOGA, et
al. 2003). A deteccao de genes sen e seo foi descrita por Blaiotta et al. (2004)
na Italia, em linhagens de S. aureus provenientes de propriedades leiteiras. Na
Palestina, Adwan et al. (2005), encontraram linhagens de S. aureus
provenientes de leite cru contendo os genes sea, seb, sec e sed. No Japao,
Hata et al. (2008) ao pesquisarem a presenga de genes para enterotoxinas em
linhagens de S. aureus isolados de leite de vacas com mastite verificaram em
109/231 (47,18%) isolados a presenga do gene sec. Na Turquia, Karahan et al.
(2009) encontraram, respectivamente, genes para pelo menos uma
enterotoxina e toxina da sindrome do choque-téxico em 29,30% e 3,3% das
linhagens de S. aureus isolados de vacas mastiticas.

Linhagens de Staphylococcus spp. produtoras de enterotoxinas isoladas
de leite caprino também tem sido alvo de estudos, uma vez que o consumo
deste produto tem aumentado, estimulado pela facil digestibilidade, aliado a
suas propriedades hipoalergénicas (MARIANO et al., 2007; LAGUNA, 2010).
Espécies toxigénicas de ECN isoladas de leite caprino produtoras de SEA,
SEB, SEC, SED e SEE foram detectadas em diferentes paises (VALLE et al.,
1990; VERNOZY-ROZAND et al. 1996; MARIANO et al., 2007). Em contraste,
Buyser et al. (1987) na Franca e Harvey e Gilmour (1988) na Irlanda , nao
detectaram linhagens toxigénicas em ECN isolados do leite de cabras.

Na Suica, Scherrer et al. (2004) detectaram o gene para enterotoxinas
estafilococica e tsst-1 em 191 linhagens de S. aureus isolados de 127 amostras
de leite de cabras e de ovelhas, obtidas de tanques de expansdo. Além dos
genes sea, seb, sec, sed e see também foram identificados seg, sei, sej e tsst-
1 em estafilococos isolados do leite de cabras e ovelhas provenientes de
tanque de expansao.

No Brasil, Silva et al. (2005) ao avaliarem 36 linhagens de S. aureus
isoladas de mastite caprina detectaram o gene sec em 86% das estirpes
estudadas. Poiatti et al. (2005) investigaram a capacidade de producédo de
enterotoxinas em 255 amostras de leite de cabra ”in natura”, pasteurizado e
congelado. Neste estudo foram isoladas 143 linhagens de Staphylococcus
spp., das quais 32,7% de ECP e 67,3% ECN. Dentre os coagulase positivos,

10,6% dos isolados obtidos de leite “in natura” produziram SEA e SEB e 6,5%
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SEA, SEB e SEC. No presente estudo, dentre as linhagens de S. aureus e
ECN isoladas de cabras com mastite, 50,00% e 55,00%, respectivamente,
apresentaram um ou mais genes para enterotoxinas.

A semelhanca do que se tem observado em outros estudos, 37,50% dos
isolados de ECP apresentaram gene sea, 12,50%, 18,75% o gene sec e 6,25%
o tsst-1. A associagdo dos genes seb e sec foi verificada em 6,25% das
linhagens. Mariano et al. (2007) verificaram a ocorréncia associada dos genes
seb e sec (16,7%), sec e sed (11,1%) e seb, sec e sed (5,6%). No presente
estudo, apenas uma (6,25%) linhagem de ECP isolada de leite de cabras com
mastite produziu quatro toxinas pesquisadas (A, B, C e TSST-1).
Diferentemente de outros autores, nao foi detectada a presencga de linhagens
contendo o gene que codifica a enterotoxina D. Dentre os ECN avaliados nos
isolados de cabras foram detectados os genes sea (40,00%) e sec (20,00%).

A associacdo de sea e sec foi verificada em apenas uma linhagem. A
detecgcdo de genes para enterotoxinas foi observado em 50,00% dos ECN
isolados de cabras sem mastite. Destes, 30,00% apresentaram o gene sea.

A presenca de ECN produtores de enterotoxinas no leite humano, bovino
e caprino, bem como em seus derivados reforca a necessidade de estudos
continuados na deteccéo de linhagens toxigénicas do género Staphylococcus.
Salienta também a importancia de boas praticas na obtengdo da ordenha
higiénica, particularmente no tocante a adogao de ag¢des de controle dos micro-
organismos contagiosos, cujo género Staphylococcus é o principal agente

causal de mastite.
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7. CONCLUSOES

e As caracteristicas fisico-quimicas (acidez e crematdcrito) de leite
materno, proveniente do BLH do HC da Faculdade de Medicina de Botucatu,
encontram-se em sua maioria dentro dos limites acetaveis pela RNBLH,
sinalizando condi¢des satisfatérias de obtencao de leite das nutrizes;

e Os valores de acidez dornic do leite de vacas e cabras, com e sem
mastite, apresentaram ampla variagcdo indicando que outros fatores, além da
contaminagdo microbiana do leite, podem interferir nos indices de acidez,
limitando o uso isolado deste pardmetro na avaliacdo da qualidade do produto;

e A alta frequéncia de isolamento de Staphylococcus spp. no leite das
mulheres reforca o predominio deste patdégeno no alimento, e a necessidade
de intensificagdo das condi¢cdes de higiene na obtengao e estoque do leite das
nutrizes no BLH;

e A presenca de outros patdogenos no leite das nutrizes, particularmente da
familia enterobacteriaceae (Enterobacter spp., e Klebsiella spp) geralmente
associados a infecgdes hospitalares neonatais, sinaliza riscos de contaminacgéao
do leite por micro-organismos presentes no ambiente, em utensilios e/ou
material fecal, devido principalmente, a falta de higiene pessoal;

e A alta frequéncia de isolamento de Staphylococcus spp., Streptococus
spp. e Corynebacterium bovis no leite de vacas e Staphylococcus spp. em leite
de cabras indica o predominio destes micro-organismos contagiosos na génese
da mastite nestas espécie;

e A presencga de micro-organismos em cerca de 25,00% das amostras de
leite de vacas e cabras sem mastite alerta para a presenga de animais
portadores de patdégenos no rebanho, e a necessidade de adogao continua de
boas praticas de ordenha e de medidas de profilaxia e controle da mastite;

e Amoxacilina com acido clavulanico, cefalexina e vancomicina foram os
antimicrobianos mais efetivos frente aos micro-organismos isolados de leite
humano, podendo ser recomendados no pds-parto ou no tratamento da mastite
lactacional em mulheres;

e Amoxacilina com acido clavulanico e as cefalosporinas foram os

farmacos mais efetivos frente aos micro-organismos isolados de leite de vacas
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e cabras com e sem mastite. Estes antimicrobianos - especialmente aqueles
pertencentes ao grupo das cefalosporinas - podem ser indicados no tratamento
de afeccbes mamarias em bovinos e caprinos devido a boa efetividade e
disponibilidade comercial para aplicagao intra-mamaria;

e As elevadas taxas de multirresisténcia dos micro-organismos isolados
em leite humano alertam para o uso indiscriminado de farmacos pelas nutrizes
e reforcam a importdncia do uso de antimicrobianos de forma racional e
respaldados por testes de sensibilidade microbiana “in vitro”;

e A multirresisténcia microbiana dos isolados de leite de vacas e cabras
com e sem mastite ressalta a importancia do uso de antimicrobianos no
tratamento ou profilaxia das infeccbes na criacdo respaldados em testes de
sensibilidade microbiana “in vitro”;

e A deteccado de residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras
da multiplicagdo microbiana em amostras de leite humano, bovino e caprino
alerta para os riscos de reacbes organicas adversas representadas pelo
consumo de leite pelos recém-nascidos, ou consumo de produtos e derivados
lacteos pela populacéo em geral;

e A ocorréncia de linhagens resistentes a cefoxitina e/ou oxacilina, bem
como a deteccdo de estirpes que expressem o gene mecA encontradas em
amostras de LH indica que o leite das maes pode ser considerado via de
transmissao de bactérias multirresistentes para os neonatos;

e A presenca de linhagens MRS em leite bovino e caprino alerta para os
riscos de veiculagido destes patdégenos para humanos pela ingestao de leite;

e A presenca de linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de leite
proveniente de BLH, contendo os genes sea, seb, sec e tsst-1 e produtoras de
enterotoxinas e toxina da sindrome do choque téxico revela preocupagao com
a colheita e armazenamento do leite em BLH e fornecimento deste alimento a
neonatos, especialmente, prematuros e imunossuprimidos;

e A presencga de linhagens de Staphylococcus spp. toxigénicas ou que
contenham os genes para toxinas isoladas de leite de vacas e cabras, com e
sem mastite, refor¢ca a preocupagado com os riscos de toxinfecgdes alimentares,

pelo consumo de leite e derivados oriundos de animais de produgao.
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Zootecnia
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INSTRUGOES AOS AUTORES
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Artigo Cientifico. E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se
na premissa de que os resultados sao posteriores ao planejamento da
pesquisa. Sec¢bes do texto: Introdugao, Material e Métodos, Resultados e

Discussao e Conclusées. O numero total de paginas nao deve exceder a 15.

Relato de Caso. Contempla principalmente as areas médicas, em que o
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especificadas para "Artigo Cientifico", embora seguindo aquela ordem. Quando
a comunicacgao for redigida em portugués deve conter um "Abstract" e quando
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Politica editorial

Publicar trabalhos cientificos originais (artigos, relatos de casos e
comunicagdes) que sejam de interesse para o desenvolvimento da ciéncia
animal. Serdo recomendados para publicagdo somente os trabalhos aprovados
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Preparagao dos manuscritos para publicagao
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impessoal. Para ortografia em inglés recomenda-se o Webster's Third New
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Resumo e Abstract devem conter no maximo 200 palavras em um so
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Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introdugao. Explanagdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o

problema, sua pertinéncia, relevancia e os objetivos do trabalho.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descrigdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. Nao usar subtitulos.

Nos trabalhos que envolvam animais ou organismos geneticamente
modificados devera constar o numero do protocolo de aprovacdo do Comité de

Bioética e/ou de Biosseguranca.

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os principais resultados

encontrados.

Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho.
Obs.: As secbes Resultados e Discussdo poderao ser apresentadas em

conjunto.

Conclusées. As conclusdes devem estar apoiadas nos dados da pesquisa

executada.

llustragdes. Sao tabelas e figuras. Toda ilustragdo que ja tenha sido publicada
deve conter, abaixo da legenda, dados sobre a fonte (autor, data) e a

correspondente referéncia deve figurar na lista bibliografica final.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar
linhas horizontais na separagdo do cabecgalho e no final da tabela. A legenda
recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em
algarismo arabico e é referida no texto como Tab., mesmo quando se referir a

varias tabelas.

Figura. Qualquer ilustracdo constituida ou que apresente linhas e pontos:

desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc. As legendas recebem
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inicialmente a palavra Figura, seguida do numero de ordem em algarismo
arabico e é referida no texto como Fig., mesmo se referir a mais de uma figura.

As figuras devem ser enviadas em arquivo separado, extensédo.jpg.

Agradecimentos. Devem ser concisamente expressados.
Referéncias bibliograficas. As referéncias devem relacionadas em ordem

alfabética.

Citagoes bibliograficas

Citagbes no texto deverdo ser feitas de acordo com ABNT/NBR 10520 de
2002. A indicagdao da fonte entre parénteses sucede a citagdo para evitar

interrupgao na sequéncia do texto, conforme exemplos:

autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou
Anuario... (1987/88)

dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

mais de um trabalho citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al.
(1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em
ordem cronoldgica ascendente e alfabética de autores para trabalhos do
mesmo ano.

Citacao de citagao. Todo esforgo deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situagdes excepcionais pode-se reproduzir a
informacéao ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor
do documento n&o consultado com o ano de publicagado, seguido da expressao
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Multirresisténcia bacteriana, detec¢ao de residuos de antimicrobianos e acidez em

leite de cabras com e sem mastite

Bacterial multidrug resistance, antimicrobials residues and acidity detection in milk

from goats with and without mastitis

Salerno, T., Ribeiro, M.G., Siqueira, A.K.; Condas, L.A.Z., Basso, K.; Listoni, F.J.P.;
Pinto, J.P.AN.
Departamento de Higiene Veterinéria e Saude Publica da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — UNESP, Distrito de Rubido Junior s/n, Cep: 18.608-970,
Botucatu, SP.

Email: tativet@ig.com.br

ABSTRACT

Etiology, multidrug resistance, antimicrobials residues detection and acidity values
were evaluated in milk samples from goats with and without mastitis. Staphylococcus
spp. (mainly S. aureus, S. epidermidis, and S. lugdunensis), followed by Bacillus spp.,
Streptococcus spp., Micrococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, and
Mannheimia haemolytica, were the most common microorganisms isolated from
animals with and without mastitis. Cephaloporins and amoxicillin/clavulanic acid were
the most effective antimicrobials against isolates. In contrast, more than 80% of isolates
showed multidrug resistance to three or more drugs. Antimicrobial residues were
identified in 21.0% and 11.5% in goats with and without mastitis, respectively. The

acidity goat milk measured in dornic degrees presents great variation (5-32°D).

Keywords: antimicrobials residues, bacterial resistance, goat, mastitis, milk acidity

INTRODUCAO
O leite apresenta grande valor econdomico e inestimavel papel na dieta humana
devido ao elevado teor protéico, mineral, vitaminico, além de carboidratos e gorduras

essenciais para o desenvolvimento ¢ manutengao da satide (Fonseca e Santos, 2000). No

Salerno, T., 2011.



197

entanto, cerca de 3 a 8% das criancas em todo o mundo apresentam sensibilidade
alérgica as proteinas do leite de vaca (Laguna, 2010).

O leite de cabra pode ser indicado como alimento alternativo tanto para criangas
como idosos que apresentam hipersensibilidade ao leite bovino, em virtude de seu
elevado valor nutricional, facil digestibilidade e, especialmente, por ser reconhecido
como alimento hipoalergénico (Laguna, 2010; Costa, 2011).

Para que o leite de cabra cumpra seu papel nutricional de forma segura ¢
necessario que apresente baixa celularidade, auséncia de patdogenos e/ou substancias
quimicas - como residuos de antimicrobianos e pesticidas - garantindo a inocuidade e a
qualidade deste alimento (Brasil, 2000).

A presenga de micro-organismos no leite causada por infec¢cdes da glandula
mamaria de animais ¢ uma das principais causas que exerce influencia prejudicial na
composigdo e caracteristicas fisico-quimicas do produto (Brasil, 2000/02), além de gerar
agravos a saude do consumidor devido aos riscos de veiculacdo de patdogenos
multirresistentes e com potencial toxigénico (Mariano et al., 2007; Garino Jr.et al.,
2011).

A presenga de indices de acidez abaixo do minimo permitido pela legislacdo,
geralmente estd relacionado a presenga de micro-organismos no leite, devido a
processos infecciosos da glandula mamaria, responsaveis pela redugdo das porcentagens
de gordura, lactose e caseina e aumento de cloretos e soroproteinas, acarretando em
diminui¢do da acidez (Rodrigues et al., 1995; Fonseca e Santos, 2007).

O presente estudo investigou o perfil microbiologico, a resisténcia antimicrobiana,
a acidez e a presenca de residuos/substancias inibidoras da multiplicagdo de micro-

organismos no leite de cabras, com e sem mastite.

MATERIAL E METODOS

Colheita das amostras de leite

Foram colhidas 200 amostras de leite de cabras com mastite (clinica ou subclinica)
e 200 de cabras negativas a prova de Tamis e CMT de seis criatorios leiteiros de
pequeno ¢ médio porte, com sistema de ordenha mecanica ou manual, situados no
interior paulista.

Apds a antissepsia dos tetos com solugdo de alcool 70%, as amostras de leite

foram colhidas e acondicionadas em tubos Falcon, com fundo conico, esterilizados e

transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel (4°C). As amostras foram
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congeladas a -20°C até serem processadas no Laboratorio de Diagndstico
Microbiolégico da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, visando o cultivo microbiano,

detec¢do de acidez (graus dornic) e residuos de antimicrobianos no leite.

Diagnostico de mastite nos animais

A mastite clinica foi diagnosticada com base nas alteragdes macroscopicas do leite
observadas na prova da caneca de fundo escuro (Tamis) e na presenca de sinais de
inflamacdo na glandula mamaria e/ou sistémicos nos animais (Radostits et al., 2007). O
diagnostico da mastite subclinica foi realizado utilizando o método classico do
“California Mastitis Test” — CMT (Schalm et al., 1971). Para o isolamento microbiano
foram utilizados tetos com escore 2+ e 3+. As amostras de leite de cabras negativas ao

teste de Tamis e CMT foram colhidas aleatoriamente nas propriedades.

Analise de acidez em graus dornic (°D)
A acidez tituldvel expressa em graus Dornic (D°) foi determinada conforme
determinado pela Instru¢do Normativa 22 do Ministério da Agricultura Pecudria e

Abastecimento - MAPA (Brasil, 2003).

Isolamento e caracterizacao microbiana

Foi semeado 0,1 mL (volume fixo) de todas as amostras de leite, em meios de
agar sangue bovino (5%) desfibrinado e 4gar MacConkey, mantidos em condi¢des de
aerobiose a 37°C, por 72 horas, com leituras didrias. Simultaneamente, as amostras
foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose e mantidas por sete dias em aerobiose, a
37°C. Os micro-organismos isolados foram identificados segundo caracteristicas morfo-
tintoriais, bioquimicas e de cultivo (Quinn et al., 1994, 2005; Winn Jr. et al., 2008).

As colonias isoladas em agar MacConkey, fermentadoras ou ndo de lactose, foram
submetidas a provas bioquimicas para identificacdo de enterobactérias utilizando meios
de cultura solidos e semi soOlidos distribuidos em tubos, visando determinar a
fermentagdo da glicose, a produg¢do de gas, L-TD (L-triptofano-desaminase), H,S,
urease, citrato de Simmons, lisina, motilidade e indol (Quinn et al., 2005; Winn Jr. et
al., 2008). Colonias bacterianas sugestivas de Staphylococcus spp. foram coradas pelo
método de Gram e as linhagens que apresentaram cocos agrupados, Gram-positivos

foram submetidas as provas bioquimicas ou de utilizagdo de diferentes substratos
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(Quinn et al., 2005; Winn Jr. et al., 2008), com vistas a identificar linhagens de

estafilococos coagulase positivos ou negativos.

Perfil de sensibilidade microbiana e deteccio de linhagens multirresistentes

Todos os micro-organismos isolados foram submetidos a prova de sensibilidade
microbiana pelo método de difusdao com discos (CLSI, 2006). Foram utilizados
principios ativos de diferentes antimicrobianos, a saber: amoxacilina/acido clavulanico
(10/20 pg), ampicilina (10 pg), cefalexina (30 ng), cefoperazona sodica (75 pg),
cefoxitina (30 pg), ceftiofur (30 pg), enrofloxacina (5 pg), eritromicina (15 pg),
gentamicina (10 pg), neomicina (30 pg), oxacilina (5 pg), penicilina (10 UI),
sulfametrim (25 pg) e vancomicina (30 pg). A ocorréncia de linhagens multirresistentes
foi considerada quando houve resisténcia multipla simultdnea a trés ou mais

antimicrobianos testados (Garino Jr. et al., 2011).

Deteccao de residuos de antimicrobianos

A determinacdo de residuos de antimicrobianos foi realizada utilizando o kit
Delvotest™ de acordo com as normas do fabricante. Este teste microbiologico tem
como objetivo detectar a presenca de substancias antibacterianas no leite pela inibi¢ao
da multiplicagdo do Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, sensivel aos

principais grupamentos de antimicrobianos de uso veterinario.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 200 tetos avaliados de cabras com mastite, 05 (2,50%) apesentaram mastite
clinica com presenga de grumos no leite, enquanto em 195 (97,50%) foi diagnosticado
mastite subclinica pelo CMT. Este resultado demonstra o predominio da mastite
subclinica em capris leiteiros, e a necessidade em realizar, periodicamente, testes
diagndsticos de mastite como o CMT, com o intuito de identificar animais com mastite
subclinica, em virtude de representarem fonte de infec¢@o no rebanho e pelos prejuizos
na produgdo das glandulas afetadas.

No processo de ordenha, a acidez natural do leite ¢ decorrente dos componentes
presentes no proprio produto, como a caseina, fosfatos, albumina, didéxido de carbono e

citrato (Pereira et al., 2001). Horas depois da ordenha, devido a a¢do da temperatura e

® Delvotest™: DSM Food Specialties Dairy Ingredients — The Netherlands.
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perda dos inibidores naturais, o leite passa a apresentar aumento da acidez devido a
acidificacdo da lactose, ou nos animais infectados pela multiplicagdo dos micro-
organismos (Oliveira e Nunes, 2003).

A acidez titulada em graus Dornic (°D) de leite fluido caprino aceitivel pela
legislagdo (IN-37) encontra-se entre 13-18 °D (0,13g a 0,18g de 4cido latico/100 mL de
leite). O leite com valores de acidez acima ou abaixo do estipulado pela legislacao ¢
considerado impréprio para o consumo e deve ser descartado (Brasil, 2000). No
presente estudo, a acidez do leite de cabras apresentou grande variagdo entre 5 a 32 °D,
das quais 49,00% e 53,50% das amostras com e sem mastite, respectivamente,
apresentaram valores satisfatdrios relativos a acidez °D (Tabela 01). Cunha (2007) ¢
Mello et al. (2010) também encontraram grande variagdo da acidez em amostras de leite
de cabras.

A elevada taxa de acidez encontrada no presente estudo, acima de 18°D, pode ser
devido a fatores nutricionais, fase da lactacdo ou demora no translado entre a
propriedade e o laboratdrio para o processamento. Rodrigues et al. (1995) e Oliveira e
Nunes (2003) referiram que as amostras de leite podem apresentar elevagao da acidez
mesmo que sejam armazenadas em caixas isotérmica e/ou refrigeradas a 4°C, devido a
presenca de micro-organismos com potencial fermentativo.

Dentre as 200 amostras de leite de cabras com e sem mastite, 64 (32,00%) e 150
(75,00%) respectivamente, ndo apresentaram isolamento microbiano. Dentre as 136 e
50 linhagens isoladas de animais com e sem mastite, respectivamente, o género
Staphylococcus foi observado com maior frequéncia, representando 85,29% dos
patogenos recuperados de amostras com mastite e 80,00% isolado de animais sem
mastite. Estes resultados evidenciam elevada ocorréncia de animais reservatorios na
criacdo, havendo a necessidade de adocao de melhores praticas de higiene, visto que
estes micro-organismos nao sao diagnosticados nas provas de rotina (caneca telada e
CMT), favorecendo a disseminagdo destes patogenos no rebanho (Costa et al., 2005).

Nos caprinos amostrados com mastite clinica ou subclinica o género
Staphylococcus foi o micro-organismo mais prevalente, seguido de Bacillus spp.
(5,88%), Streptococcus spp. (2,94%), Micrococcus spp. (1,47%), Pseudomonas
aeruginosa (1,47%), Escherichia coli (1,47%), Mannheimia haemolytica (0,74%) e
leveduras (0,74%). Nos animais sem mastite, Bacillus spp. (12,00%), Actinomyces spp.
(2,00%), Mannheimia haemolytica (2,00%), Micrococcus spp. (2,00%) e Nocardia spp.

(2,00%) foram as linhagens isoladas.
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Dentre os micro-organismos pertencentes ao género Staphylococcus isolados de
cabras com mastite foram identificados 16 (11,76%) S. aureus, 42 (30,88%) S.
epidermidis, 30 (22,06%) S. lugdunensis, 08 (5,88%) S. simulans, 04 (2,94%) S.
chromogenes, 02 (1,47%) S. auriculares, 02 (1,47%) S. capitis urealyticus, 02 (1,47%)
S. xylosus, 02 (1,47%) S. warneri, 01 (0,74%) S. caprae e 01 (0,74%) S. hyicus.

S. epidermidis (34,00%) e S. lugdunensis (30,00%) também foram as espécies de
estafilococos mais frequentemente isoladas em leite de cabras sem mastite, seguidas de
S. pasteuri (4,00%), S. aureus (2,00%), S. auriculares (2,00%), S. capitis urealyticus
(2,00%), S. saprophyticus (2,00%), S. simulans (2,00%) e S. warneri (2,00%).

Estudos similares também verificaram elevada ocorréncia de Staphylococcus spp.
na mastite caprina (Mota et al., 2000; Muricy, 2003; Schmidt et al., 2009; Neves et al.,
2010, Garino Jr. et al., 2011). Mariano et al. (2007) investigaram 184 isolados de
Staphylococcus spp. e encontraram resultados semelhantes aos obtidos no presente
estudo, identificando também S. aureus, S. lugdunensis, S. epidermidis, S. capitis, S.
cohnii, S. chromogenes, S. simulans, S. caprae, S. haemolyticus e S. warneri. Peixoto et
al. (2010) ao avaliarem 878 amostras de leite de cabras verificaram maior ocorréncia de
Staphylococus spp. (29,9%), com predominio de S. aureus (16,9%), seguido de S.
hyicus (11,7%), S. intermedius (7,1%), S. epidermidis (6,5%), S. caprae (7,8%) e S.
simulans (3,0%).

Staphylococcus spp. sdo micro-organismos comumente isolados em leite de cabras
(Quinn et al., 2005; Radostits et al., 2007). O predominio deste agente em infeccdes
mamarias, incluindo nos animais amostrados no presente estudo, pode ser atribuido a
presenca desta bactéria na microbiota da pele, mucosas e conjuntivas dos animais,
particularmente no ubere e tetos de fémeas domésticas (Moroni et al., 2005). O habitat
dos estafilococos na pele do ubere e tetos favorece a infec¢do das fémeas caprinas por
este grupo de micro-organismos contagiosos, cuja  transmissdo  ocorre
fundamentalmente no momento da ordenha, de forma manual ou mecanica (Radostits et
al., 2007). A baixa ocorréncia de enterobactérias (E. coli) € Pseudomonas aeruginosa
nas cabras amostradas também tem sido observada em estudos similares que
investigaram a etiologia da mastite em cabras (White e Hincley, 1999; Almeida, 2009),
e reforca a menor participagdo dos micro-organismos ambientais na casuistica da
mastite caprina.

No presente estudo, os isolados de leite de cabras, com e sem mastite,

apresentaram altas taxas de sensibilidade para cefalosporinas e amoxacilina
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potencializada pelo 4cido clavulanico. Este achado indica que estes grupamentos de
antimicrobianos podem ser recomendados como de escolha no tratamento da mastite
caprina (Radostits et al., 2007). Em contraste, recentemente tem se verificado crescente
resisténcia bacteriana “in vitro” dos principais agentes causadores de mastite em cabras
frente aos antimicrobianos convencionais (Langoni et al., 2006). As maiores taxas de
resisténcia para micro-organismos recuperados de cabras com mastite foram observadas
para eritromicina, neomicina e sulfametrim, enquanto patoégenos isolados de animais
sem mastite apresentaram elevada resisténcia para sulfametrim, enrofloxacina e
eritromicina (Tabela 02).

Langoni et al. (2006) ao avaliarem micro-organismos isolados de leite de cabras
com mastite subclinica observaram elevada sensibilidade para oxacilina e gentamicina,
e altas taxas de resisténcia dos isolados frente a penicilina e ampicilina. Neves et al.
(2010) e Garino Jr. et al. (2011) também verificaram elevada resisténcia de linhagens
bacterianas isoladas do leite de caprinos para penicilina (66,67%) e ampicilina
(63,89%). Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados no presente estudo, onde
63,18% e 60,63% dos patogenos isolados de cabras com mastite apresentaram
resisténcia frente a penicilina e ampicilina, respectivamente. Ademais, Garino Jr. et al.
(2011) verificaram que 42,86% dos micro-organismos isolados de cabras com mastite
subclinica apresentaram resisténcia a trés ou mais antimicrobianos. No presente estudo,
foram identificados acima de 80% dos isolados resistentes a trés ou mais

antimicrobianos.
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Tabela 01. Resultado da acidez titulada em graus Dornic (°D) de 200 amostras de leite
cru de cabras com mastite e 200 amostras negativas para mastite provenientes de

propriedades do interior de Sao Paulo. Botucatu, SP, 2011.

Acidez titulavel Leite caprino com mastite Leite caprino sem mastite
(‘D) N? de amostras (%) N? de amostras (%)
5,0 01 (0,50) 01 (0,50)
9,0 02 (1,00) 01 (0,50)
10,0 08 (4,00) 0 (0,00)
11,0 01 (0,50) 04 (2,00)
12,0 07 (3,50) 04 (2,00)
13,0 09 (4,50) 06 (3,00)
14,0 14 (7,00) 15 (7,50)
15,0 23 (11,50) 13 (6,50)
16,0 10 (5,00) 16 (8,00)
17,0 12 (6,00) 20 (10,00)
18,0 30 (15,00) 37 (18,50)
19,0 14 (7,00) 18 (9,00)
20,0 10 (5,00) 16 (8,00)
21,0 10 (5,00) 13 (6,50)
22,0 10 (5,00) 11 (5,50)
23,0 13 (6,50) 08 (4,00)
24,0 06 (3,00) 06 (3,00)
25,0 11 (5,50) 05 (2,50)
26,0 01 (0,50) 02 (1,00)
27,0 02 (1,00) 0 (0,00)
28,0 05 (2,50) 0 (0,00)
29,0 01 (0,50) 01 (0,50)
30,0 0 (0,00) 01 (0,50)
31,0 0 (0,00) 01 (0,50)
32,0 0 (0,00) 01 (0,50)
TOTAL 200 (100,00) 200 (100,00)

*°D: graus Dornic, N°: nimero, %: porcentagem.
O uso de farmacos de forma indiscriminada em capris leiteiros pode contribuir

para o aumento de linhagens multirresistentes. Adicionalmente, favorece a presenga de
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residuos de antimicrobianos no leite de animais, que podem gerar agravos a saude
humana (Ribeiro, 2008).

Apesar do uso da vancomicina ser restrito ao tratamento de afecgdes em humanos,
estudos em animais tém verificado a presenga de micro-organismos resistentes a este
farmaco, isolados de fezes de frangos e pombos (Poeta et al., 2005). No presente estudo,
foram identificadas linhagens obtidas de cabras com e sem mastite, resistente a
vancomicina. (Tabela 2). Este achado sinaliza a necessidade de estudos de perfil de
sensibilidade de linhagens obtidas de animais, frente a vancomicina, visto que este
farmaco ¢ amplamente utilizado em medicina humana, particularmente no tratamento de
afeccoes estafilococicas (Winn Jr., 2008).

Das amostras de leite de cabras com e sem mastite, 42/200 (21,00%) e 23/200
(11,50%) respectivamente, apresentaram residuos de antimicrobianos e/ou substancias
inibidoras. Santos (2005) ao avaliar 60 amostras de leite provenientes de seis miniusinas
utilizando o método imunoenzimatico para deteccao de PB-lactdmicos verificou que 19
(31,66%) amostras foram positivas ao teste. Nardelli et al. (2006) verificou 15,25% de
positividade para presenca de beta-lactamicos em 118 amostras de leite caprino. Aradjo
(2008) ao avaliar 150 amostras de leite de cabras provenientes de duas miniusinas de
dois municipios da Paraiba, utilizando o kit Delvotest' *, verificou que uma apresentou
deteccao de residuos em 21,1% das amostras, enquanto a segunda e, 24,0% das
amostras de leite avaliadas.

A presenca de residuos de antimicrobianos ou substancias inibidoras da
multiplicagdo de micro-organismos nas cabras amostradas pode ser decorrente do uso
incorreto de antimicrobianos, principalmente por via parenteral, utilizados no
tratamento de outras afec¢des além da mastite, aliado a falta de informacdao dos
produtores sobre periodo de descarte do leite poOs-tratamento intramamadario com
antimicrobianos. A presencga de residuos de antimicrobianos alerta para a necessidade
do wuso racional de antimicrobianos no tratamento de afecgdes em caprinos,

particularmente na mastite.
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Tabela 02. Perfil de sensibilidade microbiana, em estirpes isoladas de 200 amostras de
leite caprino cru com mastite e 200 amostras negativas para mastite, provenientes de

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

Amostras com mastite Amostras sem mastite
Antimicrobianos S PS R S PS R
n’ linhagens/total isolado n’ linhagens/total isolado
(%) (%)

Amoxacilina / acido  122/127  1/127  4/127  42/44  0/44  2/44
clavulanico (96,06) (0,79)  (3,15)  (95.45)  (0,00)  (4,55)
Amiciling 47/127  3/127 77127 17/44 1744 26/44
pic (37,01)  (2,36) (60,63) (38,64) (227)  (59,09)
Cofalexing 120/127  0/127  7/127  43/44  0/44 1/44
(94,49) (0,000 (5,51)  (97,73) (0,00)  (2,27)

Cofoperazons 86/127 34/127  7/127  34/44 /44  2/44
p (67,72) (26,77)  (5,51)  (77,27) (18,18)  (4,55)
Cofoxitin 115127 1/127  11/127  38/44  0/44  6/44
cloxitina (90,55)  (0,79)  (8,66)  (86,36)  (0,00) (13,64
Coftiofur 101/127 12/127  14/127  39/44  2/44  3/44
(79,53)  (9,45) (11,02) (88,64) (4,55) (6,82)

Enrofloxacin 27/127 21/127  79/127  9/44 5/44  30/44
(21,26) (16,54) (62,20) (20,45) (11,36) (68,18)

Eritromicin 16/127 19/127  92/127  7/44 7/44  30/44
(12,60) (14,96) (72,44) (1591) (15,91) (68,18)

Gentamicin 38/127  8/127  81/127  16/44  1/44  27/44
chtamic (29,92)  (6,30)  (63,78) (36,36) (2.27) (61,36)
Neomicin 19/127 16/127 92/127  11/43  3/44  29/44
(14,96) (12,60) (72,44)  (25,00)  (9,09) (65.91)

s 98/127  3/127  26/127  32/44  0/44  12/44

Oxacilina

(77,17)  (2,36)  (2047) (72,73)  (0,00) (27.27)

46/127  0/127  81/127  20/44  2/44  22/44
(36,22)  (0,00)  (63,78)  (45.45) (4,55)  (50,00)

37/127  2/127  88/127 /44 0/44  37/44
(29,13)  (1,57)  (69,29) (15,91)  (0,00) (84,09)

120/127  0/127 7/127 42/44 0/44 2/44
(94,49)  (0,00) (5,51) (95,45)  (0,00) (4,55

Penicilina G

Sulfametrim

Vancomicina

* S: Sensivel; PS: Parcialmente Sensivel; R: Resistente, %: porcentagem
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CONCLUSAO

A ampla variagao da acidez dornic mostra que a mesma ¢ influenciada por
diferentes fatores que podem levar ao aumento ou decréscimo dos indices de acidez
titulavel no leite, sendo que a presenca de micro-organismos no leite é considerada uma
das principais causas de alteragdo da acidez lactica.

A presenga de elevada ocorréncia de micro-organismos isolados de amostras de
leite de cabras sem mastite salienta a importancia de adog¢do de praticas higiénicas
durante a ordenha devido a presenca de animais portadores no rebanho, considerados
importantes fontes de infec¢do na casuistica de mastites.

O uso indiscriminado de antimicrobianos e a produgdo de novas drogas
favoreceram o surgimento de micro-organismos multirresistentes. Dentre eles, o género
Staphylococcus tem se destacado como patdgeno responsavel por diversas infecgdes, e
considerado problema emergente em saude publica. Desta forma, ressalta-se a
importancia da vigilancia no uso indiscriminado destes farmacos em animais
domésticos, sendo que a adogao de tratamento de animais com respaldo no cultivo de
amostras, isolamento do microrganismo e realiza¢do de antibiograma, podem minimizar
a pressdo seletiva bacteriana frente aos principais grupamentos de antimicrobianos
utilizados no combate as afec¢des no rebanho. Ademais, a deteccdo de residuos de
antimicrobianos em amostras de leite alerta para os riscos em satude publica.

Contudo, a adogdao de medidas preventivas reduz os riscos operacionais € a
contaminagdo secundaria proveniente do ambiente e de utensilios, proporcionando

produto final seguro e saudavel para o consumidor, especialmente criangas e idosos.
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Anexo 01. Ocorréncia, isolada ou em associagao, dos genes de toxinas e de resisténcia a meticilina em linhagens de ECP e ECN

isoladas de leite humano, bovino e caprino. Botucatu, SP, 2011.

Genes sea seb sec seatseb seatsec seattsst-1 seatseb+sec sea+seb+sec+tsst-1 sebt+sec mecA

Micro-organismo

ECP humanos 01 0 0 0 0 02 01 0 0 08
ECN humanos 29 0 01 02 05 0 0 0 0 30
ECP vacas com mastite 03 0 0 0 01 0 0 0 0 0
ECN vacas com mastite 05 02 01 0 02 0 0 0 0 08
ECP vacas sem mastite 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECN vacas sem mastite 04 02 01 0 0 0 02 0 0 02
ECP cabras com mastite 05 0 01 0 0 0 0 01 01 01
ECN cabras com mastite 07 0 03 0 01 0 0 0 0 07
ECP cabras sem mastite 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECN cabras sem mastite 06 0 0 02 01 0 0 0 01 15

* ECP: Estafilococos coagulase positivo; ECN: Estafilococos coagulase negativo sea: Gene codificador da enterotoxina A; seb: Gene codificador da enterotoxina B; sec: Gene
codificador da enterotoxina C; sed: Gene codificador da enterotoxina D; tsst-1: Gene codificador para toxina da sindrome do choque téxico; mecA: Gene codificador para

resisténcia a meticilina.
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Anexo 02. Ocorréncia, isolada ou em associacéo, de producao de toxinas estafilococicas em linhagens de ECP e ECN isoladas de

leite humano, bovino e caprino. Botucatu, SP, 2011.

Toxinas SEA SEB SEC SED  TSST-1 SEA+TSST-1 SEA+SEC SEA+SEB+SEC+TSST-1 SEB+SEC

Micro-organismo

ECP humanos 0 0 0 0 0 01 01 0 0

ECN humanos 01 01 0 0 0 0 0 0 0
ECP vacas com mastite 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECN vacas com mastite 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECP vacas sem mastite 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECN vacas sem mastite 0 0 01 0 0 0 0 0 0
ECP cabras com mastite 0 0 01 0 0 0 0 01 01
ECN cabras com mastite 01 0 0 0 0 0 0 0 0
ECP cabras sem mastite 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECN cabras sem mastite 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* ECP: Estafilococos coagulase positivo; ECN: Estafilococos coagulase negativos; SEA: Enterotoxina A; SEB: Enterotoxina B; SEC: Enterotoxina C; SED:
Enterotoxina D; TSST-1: Toxina da sindrome do choque téxico.

Salerno, T., 2011.



212

Salerno, T., 2011.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	LISTA DE QUADROS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE SÍMBOLOS E ABREVIATURAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DA LITERATURA
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	5. RESULTADOS
	6. DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	ARTIGO CIENTÍFICO
	ANEXOS

