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Dedicatoria...
A minha mée Ozete (in memorian)

No dia em que eu sai de casa
Minha mae me disse

Filho, vem ca!

Passou a mao em meus cabelos
Olhou em meus olhos
Comecou falar

Por onde vocé for eu sigo
Com meus pensamentos
Sempre onde estiver

Em minhas orac6es

Eu vou pedir a Deus

Que ilumine os passos seus

Eu sei que ela nunca compreendeu

Os meus motivos de sair de la

Mas ela sabe que depois que cresce
O filho vira passarinho e quer voar

Eu bem queria continuar ali

Mas o destino quis me contrariar
E o olhar de minha mée na porta
Eu deixei chorando a me abencoar

A minha mée naquele dia

Me falou do mundo como ele é
Parece que ela conhecia

Cada pedra que eu iria por o pé

E sempre ao lado do meu pai

Da pequena cidade ela jamais saiu

Ela me disse assim:
Meu filho, v com Deus
Que este mundo inteiro € seu.

E o olhar de minha mae na porta
Eu deixei chorando a me abencoar
E o olhar de minha mée na porta
Eu deixei chorando a me abencoar.

(Zezé di Camargo e Luciano)

Ao meu pai Jodo

Me pareco tanto com vocé
Olhando da pra ver

Seu rosto lembra o0 meu

Desde o primeiro aniversario

O primeiro passo

Sempre pronto pra me defender

Sempre que brigou comigo

Pra eu ndo correr perigo

Um herdi pronto pra me salvar

E com vocé eu aprendi todas licdes
Eu enfrentei os meus dragdes

E sé depois me deixou voar

Pai

Eu sei o tempo é implacavel

Afasta nossos corpos

Mas aproxima o coragdo

O seu nome sempre lembrado

Converso e falo de vocé sempre na oracdo

Pai

Foi muito chato crescer

Passei a ndo ter vocé contando historias para
eu dormir

Mesmo o mundo querendo me derrubar

Ao meu lado vocé sempre esta

Pra me levantar quando eu cair

Mas eu s6 quero lembrar
Antes que meu tempo acabe
Pra vocé nao se esquecer
Que se Deus me desse uma chance de viver
outra vez
Eu s6 queria se tivesse voce.
Eu s6 queria se tivesse vocé
Eu s6 queria se tivesse voce.
(Lucas Lucco)

Dedico todas as minhas conquistas!!!
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RESUMO

OLIVEIRA, JOSE ADAILSON DE. lIsolamento, contagem e identificacdo de
Staphylococcus spp do leite de cabra in natura produzido por agricultores familiares do
municipio de Monteiro-PB. Patos, UFCG. 39 p. (Trabalho de Conclusdo de Curso em
Medicina Veterinaria).

Objetivou-se com esta pesquisa isolar e identificar cepas de Staphylococcus spp
provenientes de leite de cabra produzido no Municipio de Monteiro- PB, bem como os
principais fatores responsaveis por tal contaminacdo. As amostras foram analisadas de
acordo com técnicas microbioldgicas de rotina e inoculadas em Agar Baird-Parker
(BPA), o qual se adiciona telurito de potassio, glicina, cloreto seletivo e emulséo de
gema de ovo. Neste trabalho foram analisadas 74 amostras de leite de cabra in natura do
Municipio de Monteiro, localizado no Cariri paraibano, onde identificou-se 10 espécies
de Staphylococcus. Do total de amostras, foram isolados Staphylococcus spp. em 45
amostras, onde 21 (46,67%) foram coagulase positiva, com maior frequéncia para o S.
delphini, seguido do S. lutrae e S. schleiferi subsp. coagulans. As amostras coagulase
negativa foram 24 (53,33%), com predominancia para o S. chromogenes, S. epidermidis.
Os resultados evidenciam a necessidade de realizacdo de treinamentos nas propriedades
rurais, assim como implantacdo e monitoramento de procedimentos, como as Boas

Préticas Agropecudrias para prevenir a contaminacdo da matéria-prima.

TERMOS DE INDEXACAO: Leite de cabra, analise, Staphylococcus, produtores.



ABSTRACT

OLIVEIRA, JOSE ADAILSON DE. Isolation, counting and identification of
Staphylococcus spp goat milk in natura produced by family farmers in the municipality
of Monteiro-PB. Patos, UFCG. 39 p. (Work Completion of course in Veterinary
Medicine).

The objective of this research, and to identify isolate strains Staphylococcus spp from
goat milk produced in the city of Monteiro- PB, well as the main factors responsible for
such contamination. The samples were analyzed according to microbiological
techniques routinely inoculated and Baird- Parker Agar (BPA), which combines
potassium tellurite , glycine , selective chloride and egg yolk emulsion . In this study 74
samples of goat milk in natura the city of Monteiro, located in Cariri Parainano, was
identitified 10 species of Staphylococcus spp were identified were analyzed. Of the total
sample, were isolated Staphylococcus. in 45 samples , in which 21 (46.67 %) were
coagulase positive , most frequently for S. delphini , followed by S. lutrae and S.
schleiferi subsp . coagulans. The coagulase-negative samples were 24 (53.33 %),
predominantly to chromogenes S. epidermidis. The results highlight the need for
conducting training on farms, as well as implementation and monitoring procedures, as

the Good Agricultural Practices to prevent contamination of the raw material.

INDEX TERMS: Goat milk, analysis, Staphylococcus, producters.



1 INTRODUCAO

A criacdo de cabras encontra-se difundida em todo o mundo, gracas as
potencialidades destes animais, que desenvolveram caracteristicas peculiares como
capacidade de suportar longos periodos de estiagem, se alimentar de espécies forrageiras
nativas e sofrerem menos influéncia das condi¢des climaticas sobre a producéo, quando
comparados a outros ruminantes.

Existe um grande interesse na producdo de leite de cabra, em virtude do alto
valor nutritivo e niveis de qualidade dietética. Qualidades estas que despertaram a
iniciativa governamental para a criacdo de programas que objetivam elevar o nivel
nutricional da dieta familiar da populacdo de baixa renda, melhorar a renda de pequenos
produtores e proporcionar a formacdo de mercados consumidores do leite de cabra e
seus derivados. N&o bastando sua importancia social e econémica, a atividade ainda é
considerada uma das mais viaveis para as condi¢cGes do nordeste brasileiro, em que 0s
indices pluviométricos sdo baixos e a distribuicdo de chuvas é muito concentrada e
irregular, com longos periodos de estiagem.

Para auxiliar o setor produtivo no Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) aprovou a Instru¢cdo Normativa 37 (IN 37), que regulamenta os
novos padrdes de identidade e qualidade do leite de cabra, fixando valores minimos e
progressivos de qualidade microbioldgica, fisica e quimica (BRASIL, 2000). A IN 37
ressalta a importancia de produzir um leite com qualidade, isto implica na melhoria das
condigcdes de producdo do leite, com beneficio para os produtores e reducdo de
incidéncia de doencas no rebanho, sendo a mastite, inflamacéo da glandula mamaria,
considerada a mais onerosa das enfermidades que acomete 0s rebanhos caprinos
leiteiros, aumentando os custos de producdo e diminuindo a produtividade. A mastite é
resultante da interacdo entre o animal e o ambiente, associada a presenga de micro-
organismos, destacando-se os Staphylococcus coagulase positiva e negativa.

A intoxicacdo no homem por espécies de Staphylococcus é um dos tipos mais
comuns de doencas transmissiveis por alimentos (DTA), sendo o Staphylococcus aureus
a espécie mais envolvida (BERGDOLL, 1990). Ja que, seu "habitat" natural é o
organismo animal, onde pode ser encontrado na saliva, na mucosa nasal, na pele e no
tubo digestivo. Os fatores que contribuem para a elevada freqliéncia desses surtos
incluem a baixa qualidade do leite cru, além da sua manipulagdo indevida desde o
produtor até o consumidor (SENA, 2000).
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A importancia de se conhecer a qualidade microbiologica de um dos alimentos
mais importantes para a populagdo, o leite, € fundamental para o ser humano. Por esta
razdo, objetivou-se com este trabalho identificar a presenca de Staphylococcus spp do
leite de cabra in natura produzido no municipio de Monteiro-Paraiba, bem como os

principais fatores responsaveis por tal contaminacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A caprinocultura

A criacdo de caprinos é tdo antiga quanto a historia da humanidade, sendo
importante para ajudar na fixacdo dos primeiros ndcleos de assentamentos, fornecendo
leite, carne e pele. A produgdo de carne e leite caprino em paises emergentes ou em
desenvolvimento tem evoluido representando uma alternativa como fonte de alimentos
para 0 homem. Cerca de 95% do rebanho mundial de caprinos se encontra nesses paises,
participando com 76% do total de leite caprino produzido no mundo (DEVENDRA,
1990).

O Brasil possui um rebanho caprino de 9,38 milhGes de cabecas, sendo que, a
regido Nordeste detém o maior efetivo, totalizando 8,53 milhdes de cabegas, sendo que,
0 estado da Paraiba possui 581 mil cabecas, destacando-se por possuir a maior producao
de leite de cabra do pais, apesar de ndo possuir o maior rebanho, com producao anual de
aproximadamente 6.57 milhdes de litros (IBGE, 2011).

Esses pequenos ruminantes possuem atributos especiais, resultantes do seu
processo de evolucdo, quando desenvolveram caracteristicas anatémicas, fisioldgicas e
comportamentais que lhe conferem um papel importante dentro do sistema de produgéo
familiar nas regides de clima semi-arido. Dentre estas caracteristicas podem ser
destacadas: sua capacidade de aproveitar a vegetacdo nativa, habilidade para caminhar
longas distancias, curto intervalo entre partos, alta prolificidade, carcacas pequenas que
podem ser vendidas ou consumidas em um curto periodo de tempo (fator importante em
regides onde nao existe refrigerador para conservar os alimentos), sendo um rebanho de
facil manejo que pode ser realizado por pessoas jovens ou idosas da familia (LEBBIE,
2004). Na Paraiba, a atividade € considerada rentavel, por ndo necessitar de muitos
investimentos e/ou grandes areas para seu desenvolvimento, sendo uma das alternativas
mais indicadas para a geracdo de emprego e renda no campo, especialmente nos
programas de fortalecimento da agricultura familiar (BANCO DO BRASIL, 2010).
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2.2 Composicao do leite de cabra

De acordo com a legislacdo, leite de cabra é o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condic¢des de higiene, de animais da espécie caprina sadios,
bem alimentados e descansados (BRASIL, 2000).

Apesar da grande popularidade do leite bovino, segundo pesquisas realizadas
nos Estados Unidos, o leite de cabra é o mais consumido pela espécie humana, uma vez
que a maior parte do rebanho caprino se encontra na Asia, Africa e outras regides em
desenvolvimento, onde se concentra a maior populacdo humana do planeta (FAO,
2006). A producdo de leite de cabras ainda é subestimada, pois a maior parte do produto
é obtida em pequenas propriedades para consumo caseiro e nao entra em estatisticas
oficiais (HAENLEIN, 2004).

O leite de cabra é considerado um dos alimentos mais completos por apresentar
varios elementos importantes para a nutricdo humana como acuUcar (lactose), proteinas,
gorduras, vitaminas, ferro, célcio, fésforo e outros minerais (COSTA, 2008). A
composigdo do leite de cabra varia de acordo com a raga, as condi¢cdes ambientais, 0
estagio de lactacdo, a alimentacdo, os cuidados dispensados ao animal, o ciclo estral, o
estado de saude, a idade, a quantidade de leite produzido e a fisiologia individual do
animal (ALVES; PINHEIRO, 2005). A composicdo média do leite de cabra pode ser

observada na Tabela 1, sendo ainda comparado ao leite produzido por outras espécies.

Tabela 1 — Composicdo média dos nutrientes do leite de cabra, ovelha, vaca e humano.

COMPONENTES CAPRINO OVINO BOVINO HUMANO
Gordura (%) 3,8 79 3,6 4,0
Sélidos Nao 8,9 12,0 9,0 8,9
Gordurosos (%)
Lactose (%0) 4,1 4,9 4,7 6,9
Proteina (%) 3,4 6,2 3,2 1,2
Caseina (%) 2,4 4,2 2,6 0,4
Albumina, 0,6 1,0 0,6 0,7
Globulina (%)
Calorias/100 ml 70 105 69 68

Fonte: Park et al. (2007).
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2.2.1 Agua

Em quantidade, é o constituinte mais importante (em média na percentagem de
87,5% influenciando sensivelmente na sua densidade), no qual estdo dissolvidos,
dispersos ou emulsionados 0os demais componentes. A maior parte encontra-se como
agua livre, embora haja &gua ligada a outros componentes, como proteinas, lactose e
substancias minerais. Sua presenca tem influéncia nos processos de beneficiamento,
fornecendo condi¢bes adequadas para que ocorram diversos processos quimicos e
biolégicos. A raca do animal e o tempo de lactacdo influenciam na variacdo da
porcentagem de agua na composi¢do do leite, sendo que no fim da lactacdo, o leite
apresenta-se muito mais concentrado do que no inicio (TRONCO, 1997; SILVA, 1997;
BEHMER, 1984).

2.2.2 Gordura

A gordura € o componente mais variavel do leite e geralmente é o primeiro a
sofrer alteracfes quando recebe influéncia, por exemplo, de fatores fisioldgicos que
estejam afetando o metabolismo do animal, condi¢gdes ambientais e variacfes genéticas
(CUNHA, 2007).

Estudos feitos com a composicdo da gordura do leite de cabra comprovam sua
riqueza (10 a 12%) em &cidos graxos de cadeia curta (caproico, caprilico,caprico), bem
superiores aos do leite bovino (normalmente entre 3-4%), o que seja talvez a causa de
sua melhor digestibilidade (HAENLEIN; HINCKLEY, 1997; JENNESS, 1980).

Outro fator relevante é que o leite de cabra apresenta uma maior proporcdo de
glébulos de pequeno diametro, em comparacdo ao leite de vaca (28% dos globulos séo
inferiores a 1,5 micrometros, sendo que no leite de vaca, esta faixa de diametro
corresponde a 15%). Esse é um dos fatores que também confere ao leite caprino uma
maior digestibilidade (LE MENS, 1985).

2.2.3 Proteina

O teor de proteina varia muito dentro de espécies, e é influenciado pela raca,
estagio de lactacdo, alimentacgdo, clima, estacdo do ano e o estado de salde do Ubere. O

leite caprino possui proteinas de alto valor bioldgico, combatendo a desnutrigéo,
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ajudando no desenvolvimento normal de criancas e melhorando a nutricdo de adultos
(LAGUNA, 2004).

As proteinas do leite sdo classificadas em dois grupos, proteinas do soro e a
caseina. As proteinas do soro podem ser representadas pela albumina e imunoglobulinas
que ndo sdo sintetizadas na glandula mamaria, e séo transportadas pelo sangue até o
lumen alveolar. Dentre as fracfes da caseina, a alfa-caseina se destaca por ser
considerada a fragdo protéica causadora da alergia ao leite de vaca, estando a mesma em
quantidades bastante reduzidas no leite de cabra, sendo justamente a fracdo da proteina
do leite que sofre precipitacdo em pH &cido (4,6) (FONSECA et al., 2006).

2.2.4 Vitaminas

As vitaminas sdo compostos essenciais exigidos na dieta. O leite é uma
importante fonte de vitaminas lipossolaveis (A, D, E, K) e hidrossoltveis. O leite de
cabra possui quantidades maiores de vitamina A em relagdo ao de vaca. Como o
metabolismo da cabra converte todo o P-caroteno proveniente da alimentacdo em
vitamina A, o leite caprino € mais branco em relacdo ao leite bovino. O leite de cabra é
ainda fonte importante de vitaminas como a Bl (Tiamina), B2 (Riboflavina), B3
(Niacina), B5 (&cido pantoténico) e vitamina D (HAENLEIN, 2001; SHITH, 2007).

2.2.5 Minerais

O conteudo mineral do leite caprino varia entre 0,70 a 0,85%, sendo
ligeiramente superior ao leite de vaca. Possuem teores maiores de calcio, potassio,
fosforo, sédio, cloro, magnésio, selénio, manganés, ferro e zinco (HAENLEIN, 2001;
PARK et al., 2007).

As concentrag0es de macro-minerais ndo variam muito, mas podem variar
dependendo da raca, dieta, animal, estagio de lactacdo, e estado de salde do Ubere
(PARK e CHUKWU, 1989). Segundo Pulina e Bencini (2004), as concentracOes de
minerais sao muito diferentes entre o leite e sangue; potassio (K), célcio (Ca) e fosforo
(P) sé@o superiores em quantidade no leite, mas o sodio (Na) e cloro (Cl) estdo em
quantidades menores em relacdo ao sangue. Além da quantidade significativa desses
minerais, destaca-se que estes tendem a ser mais bem absorvidos pelo organismo

guando comparados ao leite bovino.
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2.3 Mastite

Apesar da rusticidade e capacidade de adaptacdo dos caprinos a uma ampla
variedade de condicOes climaticas, o desenvolvimento da caprinocultura leiteira tem
levado a um aumento na incidéncia e na severidade das patologias da glandula mamaria,
especialmente as mastites (TONIN, 2003).

A mastite é o processo inflamatério da glandula mamaria, podendo ser de
origem infecciosa ou ndo, caracterizada por alteracdes do tecido glandular e do leite.
Apresentando-se sob as formas clinica (aguda, subaguda e crénica) e subclinica. As
causas predisponentes da enfermidade séo a alta atividade do Ubere, a retencéo de leite,
ferimentos externos e a falta de higiene (LADEIRA, 2001).

Embora a mastite clinica seja responsavel por perdas expressivas, a mastite
subclinica tem elevada importancia econdémica em decorréncia dos prejuizos na
producdo e ser de maior ocorréncia (GROSS et al., 1987, MARCO MELERO, 1994). A
mastite clinica caprina € causada, principalmente, por Staphylococcus coagulase
positivos (SCP) e a mastite subclinica, sobretudo, por Staphylococcus coagulase
negativos (SCN).

E uma enfermidade complexa, na maioria das vezes, resultante da interagio
entre 0 animal e o ambiente, associada a presenca de micro-organismos na maioria dos
casos, tornando-se um grave problema, tanto por aumentar os custos da producdo
quanto pelos riscos a saude publica.

A mastite afeta, qualitativa e quantitativamente, a producéo de leite. Observa-se
um menor teor de lactose, caseina, gordura, célcio e fésforo e um aumento nas células
somaticas, imunoglobulinas, cloretos e lipases. Com estas alteracdes, o leite torna-se
inadequado para 0 consumo humano e para a producao de derivados (COSTA, 1998;
SANTOS, 2003).

2.4 Género Staphylococcus

De acordo com Mccarty (1979) “Robert Koch (1878) foi o primeiro a
descrever Staphylococcus a partir de material purulento”. E a relacdo desses micro-
organismos com surtos de intoxicagdo alimentar s6 ocorreu em 1884, em Michigan,
EUA, quando se associou 0s casos ao consumo de queijo tipo cheddar contaminado com

Staphylococcus (PEREIRA et al, 2000). Em alimentos, as espécies de maior importancia
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sdo: S. aureus, S. hycus, S. chromogenes e S. intermedius, (FRANCO; LANDGRAF,
2005).

Segundo Scheleifer (1986), “O Staphylococcus e o micrococcus constituem 0s
principais géneros da familia Micrococcaceae”. Sa0 cocos gram-positivos, imoveis,
agrupados de forma irregular ou em cachos de uva e sdo anaerébios facultativos (BIER,
1982). S&o bactérias esféricas com aproximadamente 1 micrometro de didmetro que nao
esporulam (JAWETZ et al., 1982). Quando cultivados no laboratério, em meio Agar
Baird-Parker, os Staphylococcus apresentam col6nias tipicas, que sdo circulares, pretas,
pequenas, lisas, rodeadas por uma zona opaca e/ou um halo transparente (SILVA,
JUNQUEIRA e SILVEIRA, 1997).

A contaminacdo dos alimentos por Staphylococcus enterotoxigénicos coagulase
positivos e negativos representa um problema sério de saude publica, devido ao risco de
intoxicacdo alimentar através da ingestdo de alimentos contaminados (MARTIN,
MYERS e LANDOLO, 2001).

Uma das vias mais frequentes de transmissdo de micro-organismos aos alimentos
é 0 manipulador (SOUZA et al.,1998). Individuos doentes ou portadores assintomaticos
de micro-organismos patogénicos podem, em funcdo de falhas higiénico-sanitarias
durante a manipula¢do, contaminar os alimentos, dando origem a surtos de Doencas
Transmissiveis por Alimentos (DTA). Esses surtos de intoxicagdo de origem alimentar
sdo problemas freqlientes em todo o mundo (BERGDOLL, 1989). O leite e seus
derivados sdo excelentes meios para o desenvolvimento de micro-organismos
indesejaveis, patogénicos e deteriorantes (TEUBER, 1992).

Enterotoxinas Estafilocdcicas (SE) sdo os principais agentes de intoxicacdo de
origem bacteriana no homem e tém sido relatadas em vérios surtos de doencas
transmissiveis por alimentos. Ja foram identificados 20 tipos de enterotoxinas (A, B, C1,
C2,C3,D,E, G H, ILJ K L M N,O, P, Q, R e U). As SE sdo responsaveis por
quadros de intoxicacdo alimentar estafilocdcica no homem, caracterizados por nausea,
vomito, diarréia, dor de cabeca, cllica abdominal, cdibra muscular, queda de pressdo
sanguinea e prostracdo. Em casos graves, o individuo pode necessitar de cuidados
médicos, no caso de criancas e idosos, estes podem ir a 6bito (CARMO, 1997).

O diagnostico da intoxicacdo estafilococica € feito basicamente por dois
aspectos: sintomatologia e presenca da Enterotoxina Estafilocdcica no alimento
(NAJERA-SANCHES et al, 2003).
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A intoxicacdo causada por Staphylococcus manifesta-se logo apés a ingestdo do
alimento contaminado com enterotoxinas pré-formadas. A quantidade de enterotoxina
necessaria para causar a doenga ainda ndo estd bem estabelecida, mas sabe-se que
depende da susceptibilidade do individuo, do peso corporal e, especialmente, do estado
de salde da pessoa acometida (JABLONSKI e BOHACH, 2001).

Mesmo o leite de cabra sendo importante alimento, com alto valor nutricional e
tendo a Paraiba atingido o topo da producao nacional, no que diz respeito ao aspecto de
qualidade, tanto o leite como os seus derivados, ainda deixam a desejar, uma vez que,
trabalhos realizados por (CARVALHO, 1998; OLIVEIRA, 2005; PEREIRA et al., 2005;
SANTOS, 2005, NARDELLI et al., 2006; ARAUJO, et al., 2007; LIMA, et al., 2007;
PEREIRA et al., 2007; SIQUEIRA, 2007; SIQUEIRA, et al., 2007; NARDELLI, 2008)
evidenciam deficiéncia de qualidade, com alteracbes fisico-quimicas, bioldgicas e
microbioldgicas, tanto no leite de cabra in natura como pasteurizado, consequientemente
ISSO compromete muito o crescimento dos seus produtos e subprodutos no mercado de
consumo. Alves (2001) retrata isso bem e argumenta que a producéo e o beneficiamento
exigem cuidados higiénicos sanitarios e de manejo para reduzir a0 maximo a
contaminacdo microbiana.

Os principais fatores responsaveis pela contaminacdo do leite sdo: deficiéncia na
cadeia produtiva, como 0 manejo sanitario inadequado, falhas na assisténcia técnica,
falta de fiscalizacdo dos 6rgdos responsaveis e principalmente a falta de informacéo do
produtor. Estas falhas no processo produtivo tém contribuido para condenacéo do leite e
seus derivados nas mini usinas e prejuizo para as pessoas envolvidas na cadeia produtiva

do leite de cabra, dai a importancia de se conhecer a qualidade do leite.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacéo

O presente estudo foi realizado no estado da Paraiba, na microrregido do cariri, mais
especificamente no municipio de Monteiro, que se evidencia um avango na
caprinocultura, sendo destaque na regido Nordeste por possuir um dos maiores rebanhos

com animais de alta qualidade genética.

Figura 1- Mapa Politico Regional da Paraiba destacando o municipio de Monteiro,

localizado no cariri.
3.2 Coletas das amostras

Foram coletadas 74 amostras de leite de cabra in natura. Para facilitar as coletas
e agilizar o envio das amostras para analise, estas foram realizadas na mini-usina do
municipio de Monteiro-Paraiba de acordo com a técnica preconizada pela Instrugdo
Normativa (IN) n°® 68/2006, do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA
(BRASIL, 2006). Foram coletadas 100 mL de leite, de forma aleatdria, diretamente dos
latbes de leite de cada agricultor familiar, devidamente identificados. As coletas
ocorreram durante o periodo de maio a junho de 2011. As amostras foram
acondicionada em caixas isotérmicas contendo gelo e encaminhadas ao laboratério de

Microbiologia Veterinaria para realizagdo de analises microbioldgicas.
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3.3 Local de analise das amostras

As amostras foram analisadas no Laboratorio de Microbiologia Veterinaria,
localizado no Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), no municipio de Patos- Paraiba.

3.4 Analises das amostras

3.4.1 Isolamento

Para analisar as amostras de leite de cabra, quanto a presenca de Staphylococcus,
foi utilizado o teste de contagem direta em placas que consistiu na preparacdo da
amostra, onde foram observadas as condi¢des da embalagem e as condi¢Ges em que foi
feito o transporte, na realizacdo de dilui¢bes seriadas, onde foi diluido 25 mL da
amostra em 225 mL de agua peptonada (diluicdo 10%), em seguida dilui-se 1mL da
primeira diluicdo em 9 mL de agua peptonada (diluicdo 102), por fim foi diluido 1 mL
da segunda diluicdo em 9 mL de &gua peptonada (diluicdo 103), na inoculagdo, que
consistiu em inocular 0,1mL de cada diluicdo na superficie de placas de Petri contendo
0 meio de cultura Agar Baird-Parker, o qual se adiciona o telurito de potassio, a glicina,
o cloreto seletivo e emulsdo de gema de ovo, previamente preparadas e secas, espalhou-
se 0 inoculo com o auxilio de uma alca de Drigalsky, de forma que o mesmo fosse até
absorvido e, entdo, foram incubadas de forma invertidas a 35°C por 48 horas (SILVA,
JUNQUEIRA e SILVEIRA, 1997).

3.4.2 Contagem

A contagem das colonias de Staphylococcus cultivados em meio Agar Baird-
Parker foi baseada em suas caracteristicas diferencias, ou seja, na capacidade de reduzir
o telurito de potassio, produzindo colénias pretas, e habilidade para hidrolisar a gema de
0vo, que produz uma zona opaca e/ou um halo transparente em volta das colonias, em
seguida essas colonias foram repicadas em Agar Nutriente, meio de uso geral para
manutencdo de culturas de bactérias e incubadas a 35 °C por 24 horas, posteriormente
essas bactérias foram transferidas para um tubo contendo Caldo Infusdo Cérebro
Coragéo (BHI) e incubadas por mais 24 horas e em seguida transferidas para um tubo
contendo BHI com Glicerol onde foram congeladas para posterior identificacdo (SILVA,
JUNQUEIRA e SILVEIRA, 1997).
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3.4.3 Identificacao

A identificacdo foi realizada através de provas bioquimicas, que consiste em,
primeiramente, semear as bactérias congeladas no BHI com Glicerol em Agar Sangue e
incuba-las a 35 C por 24 horas em uma estufa bacterioldgica, em seguida essas bactérias
foram submetidas aos testes bioquimicos: Reducdo de nitrato, coagulase, Voges-
Proskauer, hidrdlise de esculina e dos acUcares: trealose, xilose, sacarose, lactose, D-
manitol, rafinose, manose, maltose e uréia e em seguida foram incubadas em estufa
bacteriologica & 35°C por 24 horas. Momentos antes de se fazer a leitura foram
acrescentados alguns reagentes no Nitrato, 2 gotas do reagente A e 2 gotas do reagente
B, e no VP, 3 gotas de Alfa-Naftol e 3 gotas de Hidrdxido de Potassio. Em seguida foi
feita a leitura: Nitrato vermelho era positivo, Esculina preta era positivo, VP com
formacdo de um halo vermelho em sua superficie era positivo, uréia rosa era positivo e
0s acucares que ficaram amarelo claro eram considerados positivos, quando
apresentavam outras coloracbes eram considerados negativos. E por fim esses
resultados foram comparados com uma tabela de identificacdo das espécies de
Staphylococcus (KLOOS, BANNERMAN, 1999).

3.5 Analise dos resultados

Os resultados foram submetidos a analise estatistica descritiva, com 0s
resultados expressos em valores relativos, absolutos e em médias (VIEIRA, 1998).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliadas 74 amostras de leite de cabra, quanto a presenca de
Staphylococcus spp, no teste de contagem direta em placas contendo meio de cultura

Agar Baird-Parker. Os resultados estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2- Resultado das amostras de leite de cabra do municipio de Monteiro-Paraiba,
quanto a presenca de Staphylococcus spp. no periodo de maio a junho de

2011.

Identificacdo Resultados Staphylococcus spp

(UFC/mL)

P01 Positivo 9x 10t
P02 Negativo 00
P03 Positivo 6,6 x 10°
P 04 Negativo 00
P 05 Positivo 8,6 x 102
P 06 Positivo 6,6 x 10°
P 07 Positivo 3,3 x10°
P08 Negativo 00
P09 Positivo 3,3 x10°
P10 Negativo 00
P11 Positivo 3,3x10°
P12 Negativo 00
P13 Positivo 6,3x101
P14 Positivo 3,3 x10°
P15 Positivo 2,6 x 10t
P16 Positivo 6,6 x 10°
P17 Positivo 3,7 x 10*
P18 Positivo 7 x 102
P19 Negativo 00
P20 Negativo 00
P21 Negativo 00
P22 Positivo 2 x 102
P23 Negativo 00
P24 Negativo 00
P 25 Positivo 3,3x10°
P 26 Positivo 2,4 x 102
P27 Positivo 8,3 x 102
P28 Positivo 6,2 x 103
P29 Positivo 1,3 x 10!
P30 Positivo 3,3 x10°

P31 Negativo 00



P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P 40
P41
P42
P43
P44
P45
P 46
P 47
P48
P 49
P 50
P51
P52
P53
P54
P55
P 56
P57
P58
P 59
P 60
P61
P 62
P63
P64
P65
P 66
P67
P 68
P 69
P 70
P71
P72
P73
P74

Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

1,2 x 10*
3,3 x 10°
3,3 x 10°
00
43 x 101
00
7,6 x 10t
4,6 x 10t
00
3x10?
9,8 x 102
00
1,2 x 102
1,2 x 103
4,6 x 10t
00
6,6 x 10°

3,7 x 10*
3,7 x 10*
00
00
1,6 x 10t
3,7 x 10*
00
00
00
3,9x 103
00
1,1 x 102
3,3 x 10°
00
4 x 101
3,3x 10t
3,3 x10°
00
00
3,3 x10°
1,1 x 102
00
00
00
1,2 x 103

24

P= Produtor
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Das 74 amostras analisadas, 45 (60,81%) apresentaram-se positivas quanto a
presenca Staphylococcus spp. Bianchini et al., (2010) em uma pesquisa com 327 fémeas
caprinas provenientes de 15 criacdes leiteiras, localizadas em 5 municipios da regido do
Cariri paraibano, apontaram o género Staphylococcus spp. como sendo o principal
micro-organismo identificado em leite de cabra, sendo isolado em 84,44% das amostras
de sua pesquisa, niumero superior ao observado nesse estudo.

A média da contagem para Staphylococcus spp no leite caprino foi de 2,4 x 103
UFC/mL. N&o existe na legislacdo parametros que determinem os limites desse agente
no leite caprino in natura. Alguns autores afirmam que a concentracdo de
Staphylococcus spp, necessaria para causar uma intoxicagdo seria de 10° UFC/mL
(BORGES et al., 2008). Picoli et al. (2006) em estudo realizado com leite cru coletado
na plataforma de recepgdo de um laticinio, encontraram 8,4 x 10* UFC/mL como valor
médio de Staphylococcus presentes em todas as amostras analisadas, resultado este,
superior ao observado nesta pesquisa.

O leite de cabra in natura apresentou elevada populacdo de Staphylococcus spp.,
onde foram identificadas 10 espécies de Staphylococcus. As contagens variaram de 0

(negativo) a 3,7 x 10* UFC/mL. Os resultados est&o dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Frequéncia de Staphylococcus spp (UFC/mL) em leite de cabra in natura
produzido no municipio de Monteiro-Paraiba, no periodo de maio a junho

de 2011.
Staphylococcus spp (UFC/mL) Frequéncia de isolamento
NUmero de %
amostras
00 (Negativo) 29 39,2
0]
10 15 20,3
10 12 16,2
2
10 09 12,2
3
10 04 5,4
10* 05 6,7

TOTAL 74 100
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Os niveis de contaminacdo das amostras de leite foram inferiores aos
encontrados em Minas Gerais por Lamaita et al., (2005), que encontraram uma variagéo
de 1,0 x 10° a 2,5 x 10’ UFC/mL. Borges et al., (2008), realizaram um estudo em
laticinios na regido metropolitana de Fortaleza — CE e relataram contagens entre 3,3 x
10% a 1,5 x 10" UFC /mL, para Staphylococcus spp. Uma vez presente, e em condicdes
favoraveis a sua multiplicacdo, os Staphylococcus spp podem atingir nimeros elevados,
com produgéo de enterotoxinas potencialmente capazes de causar intoxicagdo alimentar
(JAY, 2005).

A contaminacdo por Staphylococcus spp. pode ser atribuida a prevaléncia do
género na natureza e a falhas na obtencgé@o higiénica do leite. Segundo Angelo et al.,
(2009), a manipulacéo inadequada, falta de higiene durante a ordenha e casos de mastite
parecem ser 0s principais fatores responsaveis pela contaminacdo do leite e seus
derivados por Staphylococcus spp.

Dos 45 (60,81%) Staphylococcus spp. diagnosticados nas amostras de leite de
cabra, 21 (46,67%) foram coagulase positivos (CP) e 24 (53,33%) coagulase negativos
(CN), conforme Tabela 4.

Tabela 4- Porcentagem de Staphylococcus spp Coagulase Positivos e Coagulase
Negativos em amostras de leite de cabra produzido no Municipio de
Monteiro-Paraiba, no periodo de maio a junho de 2011.

Staphylococcus spp NUmero de amostras Porcentagem (%)

Coagulase Positiva 21 46,67%

Coagulase Negativa 24 53,33%
TOTAL 45 100%

Santana et al., (2006) ao pesquisarem o leite cru refrigerado na regido de
Londrina (Parand) e Pelotas (Rio Grande do Sul) encontraram contagens de
Staphylococcus coagulase positivas (SCP) acima de 10° UFC/mL em 18% das amostras.
Na regido de Londrina, 13 (25,5%) amostras apresentaram contagens entre 10° e 10°
UFC/mL e duas acima de 10° (3,9%). Em Pelotas 04 (8,0%) amostras apresentaram
contagens entre 10° e 10° UFC/mL. Quanto aos Staphylococcus coagulase negativas,
apenas uma cultura (5,55%) apresentou capacidade de produzir enterotoxina

estafilococica.
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A ocorréncia de Staphylococcus enterotoxigénicos tanto coagulase positivos
quanto coagulase negativos em alimentos, representam um risco potencial a salde
publica, uma vez que essas espécies, quando presentes, podem produzir uma ou mais
enterotoxinas, que, depois de ingeridas, causam intoxicacdo alimentar aos consumidores
(ANDRADE et al., 2011).

Os 45 Staphylococcus spp. isolados de amostras de leite de cabra, foram
submetidas a provas bioquimicas com o intuito de identificar as espécie de

Staphylococcus. Os resultados estdo expressos na Tabela 5.

Tabela 5- Resultados da série bioquimica das amostras positivas para Staphylococcus
spp. do leite de cabra produzido no Municipio de Monteiro-PB, no periodo de

maio a junho de 2011.

Identificagdo C VP N E T X S L DM R M MT U
P01 - + o+ - - -+ 4+ - -+ + 4+
P 03 + - + -+ o+ -+ O+ -+ + 4+
P 05 - - + -+ -+ o+ o+ -+ + 4+
P 06 - - + - + - + + + - + + +
P07 + - + - + o+ - + + - + + +
P 09 - - + -+ -+ o+ o+ -+ + 4+
P11 - + o+ - - -+ 4+ - -+ + 4+
P13 + - + - - - +  + + - + + +
P14 + - + - - - +  + + - + + +
P15 - - + -+ -+ o+ o+ -+ + 4+
P16 - + o+ - - -+ 4+ - -+ + 4+
P17 - - + - + - +  + + - + + +
P18 - + + - + - - - - - + - -
P 29 - - + -+ -+ o+ o+ -+ + 4+
p 25 + - + - - -+ 4+ 4+ -+ + 4+
P 26 + - + - - - +  + + - + + +
p 27 + - + - - -+ 4+ 4+ -+ + 4+
P 28 + - + - - -+ 4+ 4+ -+ + 4+
P 29 + - + - - -+ 4+ 4+ -+ + 4+
P 30 + - + - - -+ 4+ 4+ -+ + 4+

P32 t -t - - -+ + 4+ -+ + 4



P33 -
P34 *
P36 *
P 38 *
P39 *
P41 -
P42 *
P44 *
P45 -
P 46 -
P48 -
P50 -
P51 -
P54 -
P 55 *
P59 *
P61 -
P62 -
P 64 -
P65 -
P 66 -
P 69 *
P70 -
P74 *

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

28

+

P= Produtor; C= Coagulase; VP= Voges-Proskauer; N= Nitrato; E= Esculina; T= Trealose; X= Xilose;
S= Sacarose; L= Lactose; DM= D-Manitol; R= Rafinose; M= Manose; MT= Maltose; U= Uréia; (+)

Positivo; (-) Negativo.

Apbds comparadas, os resultados da série bioquimica com a tabela de
identificacdo (KLOOS, BANNERMAN, 1999), as 45 amostras positivas foram

diagnosticadas com a presenca dos seguintes Staphylococcus spp. expressos na Tabela

6.
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Tabela 6- Espécies de Staphylococcus isolados em amostras de leite de cabra do
municipio de Monteiro-Paraiba no periodo de maio a junho de 2011.

Identificacdo Espécies de Staphylococcus
P (1, 11, 16, 33, 46, 48,50 e 51) S. Epidermidis
P (3,7, 39,59 e 69) S. lutrae
P (5,6,9,15, 17, 22, 61, 62, 64, 65 e 70) S. chromogenes
P (13, 14, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 32, 34, S. delphini
36, 38, 42, 44 e 55)
P18 S schleiferi subsp schleiferi
P41 S. kloosii
P 45 S. simulans
S. hominis sub sp hominis
P 54
S. xilosus
P 66
S. schleiferi sub sp coagulans
P74

P= Produtor

Foi identificada neste trabalho cepas de Staphylococcus coagulase positivos
(SCP) e Staphylococcus coagulase negativos (SCN). Os SCP foram o S. delphini
identificados em 15 (33,4%) amostras, o S. lutrae identificado em 05 (11,1%) amostras,
e o S. schleiferi subsp coagulans identificado em 01 (2,2%) amostra. Os SCN
identificados foram os S. chromogenes 11 (24,5%), S. epidermidis 08 (17,8%), S. kloosii
01 (2,2%), S. simulans 01 (2,2%), S. hominis 01 (2,2%), S. schleiferi subsp schleiferi 01

(2,2%) e S. xilosus 01 (2,2%) conforme ilustrado no gréafico 1.
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Gréafico 1- Valores percentuais e absolutos das espécies de Staphylococcus
identificados no leite de cabra do municipio de Monteiro-PB, no periodo
de maio a junho de 2011.
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Dentre os agentes identificados, destaca-se como 0 mais comum em caprinos o
S. chromogenes, espécie coagulase negativa associada a casos de mastite. Estudos
evidenciaram espécies coagulase negativa capazes de produzir toxinas em condicdes
laboratoriais, como S. xylosus, S. haemolyticus, S. epidermidis, S. cohnii, S.
chromogenes, S. warneri, S. sciuri e S. lentus (PEREIRA et al., 2001). Os SCN séo
pouco relacionados as intoxicagfes alimentares, mas ndo quer dizer que ndo possam
ocorrer, uma vez que os estudos de Santana et al. (2006) relatam sua capacidade de
produzir enterotoxina, principalmente “in vitro”. Mariano et al., (2007) demonstraram
que a maioria das bactérias isoladas em sua pesquisa e testadas para producdo de
enterotoxina foram coagulase-negativa. Este fato demonstrou que outras espécies de
Staphylococcus, além de S. aureus, sdo capazes de produzir enterotoxinas, embora esta
caracteristica ja tivesse sido relatada, também, para outras espécies coagulase positivas,
como S. hyicus e S. intermedius (VALLE et al., 1990).

Ferreira (2013), em pesquisa desenvolvida com leite de cabra no estado da
Paraiba, encontrou um percentual de 59% de amostras positivas para SCN, valor
superior ao encontrado nessa pesquisa (53,33%), sendo o S. epidermidis (17,6%),
S.simulans (15,7%), S. haemolyticus (6,6%), S. sciuri (6%) as espécies mais
encontradas por ele. Castro et al. (1992) também encontraram um alto percentual de
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amostras coagulase negativa (89,3%), predominando o S. epidermidis (44,4%), S.
caprae (14,3%), S. simulans (8,3%) e S. xylosus (6,1%).

Salerno et al. (2011) reforcam a importancia dos SCN como micro-organismos
oportunistas, presentes na microbiota da pele dos animais, considerando como um dos
principais agentes relacionados a ocorréncia de mastite em animais domésticos. A
prevaléncia desse grupo de micro-organismos tambeém tem sido relatado por outros
autores (LANGONI et al., 2012, MURICY 2003) em caprinos com mastite subclinica.

Os dados diferem com os encontrados por Ferreira (2013), que identificou o S.
aureus como o principal micro-organismo do grupo coagulase-positiva, seguidos por S.
hycus, S. intermedius, S. schleiferi coagulans em cabras leiteiras na Paraiba.

Na legislacdo brasileira, para leite de cabra, ndo existe padrdo que considerem
esses micro-organismos, mesmo sendo importantes do ponto de vista de seguranca
alimentar, uma vez que existem trabalhos que comprovam a producdo de enterotoxina
capazes de causar intoxicacdo alimentar por esse grupo de bactérias.

Outro fator preocupante com relagdo a contaminacdo do leite diz respeito a
producdo dos seus derivados. Almeida Filho; Nader Filho (2000) encontraram valores
da ordem de 10° UFC/g para queijo minas “frescal” de produgdo artesanal, ou seja,
proveniente de leite cru, considerando extremamente preocupantes, principalmente pelo
fato destes valores estarem muito préximos dos requeridos (10° UFC/g a 10° UFC/g)
pelas cepas enterotoxigénicas para a producdo de enterotoxinas em quantidades
suficientes e necessarias para a ocorréncia de surtos de intoxicacdo alimentar
estafilocdcica.

Muitas vezes o leite utilizado para a fabricacdo de queijos ja esta contaminado
antes da fabricacdo. Isto requer medidas urgentes para elaboracdo de um programa de
qualidade do leite de cabra e seus derivados que inclua os parametros para
Staphylococcus ssp., pois a IN 37, que regulamenta a producéo, identidade e qualidade
do leite de cabra ndo estabelece limites para este microrganismo (BRASIL, 2000).
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5 CONCLUSAO

O leite caprino produzido no Municipio de Monteiro-Paraiba apresentou
qualidade microbioldgica satisfatéria no que se refere a Staphylococcus, uma vez que,
com base nos resultados obtidos, apesar da contaminagdo por Staphylococcus spp., com
destaque para o S. delphini e S. chromogenes que foram as espécies coagulase-positiva e
coagulase-negativa, respectivamente, mais frequentemente isoladas, as amostras de leite
apresentaram baixos fndices, ou seja, inferiores a 10° requerida pelas cepas
enterotoxigénicas para a producdo de enterotoxinas causadoras de intoxicagdo alimentar
por Staphylococcus.

A presenca do Staphylococcus, mesmo em baixas contagens, tem como provavel
causa 0 emprego inadequado ou a auséncia de Boas Praticas Agropecuarias, sugerindo
elevado numero de animais com mastite, assim como, ordenhadores portadores
assintomaticos dessas bactérias.

Faz-se necessario a realizacdo de pesquisas com 0 objetivo de detectar a
producdo de enterotoxinas estafilocdcicas no leite de cabra in natura, produzido no
municipio de Monteiro-PB, assim como sua provavel origem (humana ou animal),

visando & orientacdo sobre as fontes de infec¢do e protecdo a saude publica.
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