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ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS
POTENCIALMENTE PATOGENICOS EM LEITE CAPRINO

RESUMO GERAL - A mastite subclinica caprina ocasion a prejuizos
econdbmicos em decorréncia do descarte, dos gastos c om medidas
terapéuticas e da reducao da quantidade e qualidade do leite e seus derivados.
Este trabalho teve como objetivo determinar a ocorr  éncia, a etiologia da
mastite subclinica e identificar  Estafilococcus coagulase negativo (ECN) por
PCR bem como identificar a presenca de ECN resisten te a meticilina ou com
producdo de biofilme além de, constatar os fatores de risco associados a
infecgao. Nesse estudo, 372 amostras de leite de ca  bra in natura a partir de 186
animais, provenientes de 10 propriedades leiteiras no estado da Paraiba, foram
avaliadas pelo teste da caneca telada, California Mastitis Test (CMT) e exame
bacteriologico . Apds o resultado do microbiologico, as 24 amostras de leite
gue apresentaram apenas ECN foram encaminhadas ao | aboratério de Biologia
molecular da Embrapa Tabuleiros Costeiros para a ex tracdo de DNA
diretamente do leite. Os fragmentos contendo os gen  es de interesse foram
amplificados, a partir de DNA gendmico de cepasiso ladas, por PCR utilizando-
se 0s primers especificos para a amplificacdo dos g enes em estudo. No teste
da caneca rastreados e CMT, 3,22% e 43,90% das amos tras foram positivas,
respectivamente . No exame bacteriolégico, 19,35 % para 0 numero de
glandulas e 38,70 % das cabras foram positivas e 0 patdbgeno mais frequente
entre isolados puros ou em associacgao foi Staphylococcus coagulase negativa
(28,25%). Fazer limpeza frequente nas instalacdes, isolar animais doentes,
possuir sala de ordenha e higienizagédo dos tetos an  tes da ordenha foram os
maiores riscos associados a infec¢do da glandula ma maria em cabras leiteiras.
Baseado neste estudo pode-se ampliar o estudo da et iologia da mastite
caprina subclinica, possibilitando realizar extracd es diretamente do leite e com
amostras apresentando diferentes tipos de bactérias

Palavras-chave: etiologia, mastite caprina, PCR, Staphylococcus coagulase

negativa.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF POTENTIALLY
PATHOGENIC MICROORGANISMS IN GOAT MILK

ABSTRACT - The goats subclinical mastitis causes ec  onomic losses due to
disposal, spending on therapeutic measures and redu cing the quantity and
quality of milk and its derivatives. This study aim ed to determine the incidence,
etiology of subclinical mastitis and identify coagu lase  negative
Staphylococcus (CNS) by PCR and identify the presen ce of ECN methicillin
resistant or biofilm production beyond, note the ri sk factors associated with
infection. In this study, 372 samples of goat milk fresh from 186 animals from
10 dairy farms in the state of Paraiba, were evalua ted by testing the screened
mug, California Mastitis Test (CMT) and bacteriolog ical examination. After the
results of the microbiological, the 24 milk samples showed that
Staphylococcus coagulase negative were sent to the molecular biology
laboratory of the Embrapa Coastal Tablelands for DN A extraction directly from
milk. The fragments containing the genes of interes t were amplified from
genomic DNA isolated strains by PCR using primers s pecific for the
amplification of genes in study. In the test the sc reened mug and CMT, 3.22%
and 43.90% of the samples were positive, respective ly. In bacteriological
examination, 19.35% for the number of glands and 38 .70% of the goats were
positive and the most common pathogen among pure al one or in combination
was coagulase negative Staphylococcus (28.25%). Mak e frequent cleaning the
premises, isolate sick animals, have milking parlor hygiene and ceilings before
milking were the biggest risks associated with infe ction of the mammary gland
of goats. Based on this study can further the study of the etiology of
subclinical mastitis goat, allowing perform extract ions directly from milk
samples and presenting different types of bacteria.

Keywords: etiology, caprine mastitis, PCR, coagulas e-negative

Staphylococcus.
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CONSIDERACOES GERAIS

A caprinocultura leiteira no Brasil vem se consolidando como atividade
rentavel, que ndo necessita de muitos investimentos e/ou grandes areas para o seu
desenvolvimento. Por estes motivos, a caprinocultura leiteira é uma das atividades
mais indicadas para geracdo de emprego e renda no campo, especialmente nos
programas de fortalecimento da agricultura familiar (HOLANDA JUNIOR, et al.
2008).

A contribuicdo desta atividade para o0 crescimento econ0mico e o0
desenvolvimento social é significativa, haja vista que a atividade tem sido
responsavel por melhorias significativas nos indices de desenvolvimento humanos
(IDH) das regidbes onde esta situada. Nao obstante sua importancia social e
econdmica, a atividade ainda é considerada uma das mais viaveis para as condi¢cdes
do nordeste brasileiro, em que os indices pluviométricos sdo baixos e a distribuicao
da chuva é muito concentrada e irregular, com longos periodos de estiagem
(GUIMARAES, et al. 2009).

O leite de cabra é um alimento de alto valor nutritivo indicado inclusive para
individuos que sofrem de problemas digestivos e que néo toleram o leite bovino.
Com o aprimoramento da criacdo de caprinos e o aumento na producao leiteira, tem
surgido uma maior preocupacao com a qualidade do leite, 0 que requer o controle de
alguns fatores que possam alterar suas caracteristicas, e o0 principal deles € a
mastite (LANGONI et al. 2006).Dentre as doencas que acometem o rebanho leiteiro
e compromete a qualidade do leite, a mastite ocupa lugar de destague por possuir
importancia econdmica e saude publica. Aléem de ser de dificil controle (PYORALA,
2002).

A mastite se define por uma inflamacdo na glandula mamaéria, caracterizada
pelo aumento de células somaticas, como também por mudancas fisico-quimicas e
microbioldgicas do leite. Condi¢des de higiene, lesdes advindas de ordenha manual
ou mecanica favorecem a penetracdo de patdgenos na glandula mamaéaria por via
hematdgena ou via teto, constituem algumas das causas de mastite. Embora a
mastite possa ser causada por agentes fisicos ou quimicos, suas causas Sao

principalmente por agentes bacterianos (BURGOS, 2009).
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Mastite subclinica em caprinos é principalmente de origem bacteriana e o0s
estafilococos coagulase negativa (ECN) sdao os agentes etioldgicos predominantes
para mastite subclinica em caprinos.

A prevaléncia do ECN, caprina mastite subclinica varia entre 60% e 80,7%
(CONTRERAS et al, 2003;. DA SILVA et al., 2004; MORONI et al., 2004;HALL e
RYCROFT, 2007).

Dentre as espécies de ECN mais prevalentes,em ovinos tem-se em ordem
decrescente de importancia: S. epidermidis, S. xylosus, S. chromogenese S.
simulans, como as espécies com maior frequéncia de isolamento. Com relacdo a
espécie caprina, pesquisas demonstram maior ocorréncia de S. caprae. Entre as
espécies de ECN, S. epidermidis est4d associada, na maioria das vezes, com
elevadas contagens de células somaticas (CCS) em ovelhas e cabras, ndo sendo o
mesmo fato observado para o S. caprae (BERGONIER et al. 2003,OLECHNOWICZ
& JASKOWSKI, 2014).

Estudos recentes em varias regifes do Brasil corroboram tais afirmacdes. Em
Botucatu-SP analisando amostras de leite caprino com mastite subclinica, Langoniet
al. (2006), constataram que 0s microrganismos isolados com maior frequéncia
foram: S. epidermidis, S. agalactiae, S. aureus e C. bovis, representando 50,0%
(33/60), 13,6% (3/19), 11,4% (2/16) e 8,6% (1/12), respectivamente. Ja no estado da
Bahia, Peixoto et al., (2012) verificaram que 0s microrganismos mais frequentemente
isolados de leite de cabras pertencem ao género Staphylococcus 77,11% (91/118).
Enquanto, na Paraiba, Neves et al. (2013), também verificaram que os SCN
participam ativamente nos casos de mastite subclinica de cabras leiteiras.

As principais medidas que compdem um Programa Basico de Controle da
Mastite segundo Chapavalet al., (2009), sdo: tratar no periodo seco, todas as
cabras; ao surgimento de um caso clinico, tratar imediatamente; manter o
funcionamento adequado do sistema de ordenha; implantar um correto manejo de
ordenha, principalmente na desinfeccdo dos tetos apdés a ordenha; em casos de
mastite cronica devem-se descartar os animais; e a boa higiene e conforto na area
de permanéncia dos animais.

De acordo com Neves et al., (2010), o conhecimento dos diferentes fatores que

contribuem para a maior ocorréncia da mastite € de grande importancia para se
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eleger estratégias adequadas de prevencao e controle, pois, estudos voltados para
0s aspectos epidemioldgicos das enfermidades sédo bastante relevantes, sendo o
ponto de partida para a ado¢do de medidas sanitarias da propriedade (PEIXOTO et
al., 2011).

O diagnéstico da mastite auxilia no tratamento e no controle do quadro
infeccioso, podendo ser realizado por diversos métodos (ALMEIDA, 2004;
ANDERSON et al., 2005) tais como inspecao e palpacdo da glandula mamaria,
exame fisico do animal, avaliacdo macroscopica do leite através do teste de tamis
ou teste da caneca de fundo preto, exame indireto através do Califérnia mastite teste
(CMT) e analise do perfil microbioldgico do leite seguido de antibiograma (ALMEIDA,
2004).

Entre 15 a 40% das amostras de leite de casos de mastite clinica podem dar
resultados negativos apods cultivo microbioldégico, mesmo quando a coleta e o0s
métodos de isolamento sdo aplicados de maneira correta (BARTELETT et al., 1992;
OLDE REIKERINK et al., 2008). O nao isolamento do agente da mastite nestes
casos pode ser por diversos motivos. Dentre estes, citam-se a eliminacéo
espontanea da infecgdo, a baixa concentracdo dos patdégenos no leite, o padréo de
eliminacdo dos microrganismos, que pode alternar entre nimeros elevados e mais
baixos, a localizagdo intracelular de determinados patdgenos e a presenca de
substéancias inibitérias no leite. Os resultados negativos sao reduzidos, mas ndo séo
eliminados quando se empregam técnicas que procuram aumentar as chances de
isolamento.

Atualmente, ha uma busca constante por técnicas diagndsticas mais sensiveis,
especificas e que apresentem resultados rapidos para diversos tipos de agentes e
doencas impulsiona a pesquisa. E no caso dos agentes causadores da mastite vem-
se estudando o uso da Reacdo em cadeia da polimerase na identificacdo dos seus
agentes.

Através da técnica de Repetitive Extragenic Palindromic - REP-PCR no
monitoramento da qualidade do leite de vacas, Chapaval et al. (2006; 2010)
rastrearam o Staphylococcus aureus na linha de producédo de leite, analisando as
maos dos ordenhadores, teteiras, Ubere dos animais e leite in natura como veiculos

de contaminacdo. Enquanto, Olivindo et al., (2009) aplicaram esta técnica no
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monitoramento da qualidade do leite de cabra por meio da deteccdo de
Staphylococcus aureus. Com a mesma técnica molecular Peixoto et al., (2010)
estudaram a dinamica da resisténcia de S. epidermidis aos antimicrobianos no
estado do Pernambuco.

Em relacdo ao tratamento, quando identificado o problema nos rebanhos pelos
produtores, geralmente sem orientacdo de Médicos Veterinarios capacitados,
apenas de balconistas de Farmacias, adquirem e fazem uso indiscriminado de
antibioticos. Tal pratica tem acarretado em resisténcia antimicrobiana e,
consequentemente se tornado um problema tanto para animais como para humanos
(CONTRERAS et al., 2007).

O uso de antibidticos ou outras drogas de bovinos em pequenos ruminantes,
ou até mesmo o uso de produtos indicados para ovinos em caprinos, constituem um
alto risco devido a seguranca e eficacia destes produtos em cada espécie, por
serem em grande parte desconhecidos (MAVROGIANNI et al., 2004). Estudo
desenvolvido por Bjorland et al., (2005), demonstrou a distribuicdo de genes da
resisténcia associado a Staphylococcus spp. em leite de vacas e cabras.
Nesse sentido, poucas drogas sao especificamente licenciadas para uso em
pequenos ruminantes, particularmente em cabras.

A deteccado de cepas de S. aureus resistentes aos aminoglicosideos deve ser
considerada uma preocupacdo para saude publica, dado ao mecanismo de
resisténcia similar encontrado em cepas isoladas em humanos (GONI et al., 2004).

Os ECN estéo entre os principais microrganismos emergentes como patégenos
nosocomiais, que desenvolvem resisténcia para a maioria dos antimicrobianos
disponiveis e sdo comuns em pacientes hospitalizados. A emergéncia desse
microrganismo limitou o arsenal terapéutico, aumentando o risco de fracasso na
terapéutica (ROSA, 2008).

Em varios isolados de ECN foi detectado o gene mecA, que determina a
resisténcia para B-lactamicos, em estudos de vigilancia em diferentes paises da
Europa, a taxa de resisténcia dos ECN a oxacilina estd em 70 a 80%, semelhante as

que sado informadas nos Estados Unidos, Canada e América Latina(ROSA, 2008).
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OBJETIVO GERAL

Padronizar um diagndstico molecular da mastite subclinica, utilizando PCR, para
identificacdo de Staphylococcus sp. proveniente de leite caprino, bem como,

constatar a ocorréncia da mastite caprina no cariri, regido semiaridada da Paraiba.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar os principais agentes causadores de mastite caprina subclinica por
diagndéstico microbioldgico;

-Detectar o Staphylococcus ssp. por PCR diretamente do leite;

- Extrair o DNA bacteriano de amostras de leite contaminado e de isolado de cultura;
- Padronizar PCR para DNA extraido de amostras de leite e isolado;

- Identificar a presenca de ECN resistente a meticilina ou com producéo de biofilme;

- Conhecer os fatores de risco associados a mastite caprina na regiao de estudo;



CAPITULO |

ETIOLOGIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADA A MASTITE SU BCLINICA
CAPRINA NO SEMIARIDO PARAIBANO

Este manuscrito esta formatado de acordo com as normas do periédico
Semina: Ciéncias Agrarias
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Etiologia e fatores de risco associados a mastitebglinica caprina no semiarido Paraibano

Etiology and risk factors associated with subclinial mastitis in goats in the semiarid of Paraiba

Carlos Ticiano Coutinho RamoSuzana Aparecida Costa de Arddjania Valeska Medeiros Dantas
Simdes Kénia Moura TeixeirbArnaldo Santos Rodrigues Jurfi®yduane Morais Leite Ranfos

ResumaoO objetivo deste trabalho foi estudar os agertiekgicos e os fatores de risco associados a
mastite subclinica caprina no cariri, regido seitiddda Paraiba. Nesse estudo, foram coletadas 372
amostras de leite de cabranaturaa partir de 186 animais, provenientes de 10 prdades leiteiras

no Estado, sendo analisadas pelo teste da carlada, @alifornia Mastitis Tes{CMT) e exame
bacteriologicoNo teste da caneca telada e no CMT, 3,22 % e 48,88s amostras foram positivas,
respectivamente. No exame bacterioldgico, 19,354 p nimero de glandulas e 38,70 % das cabras
foram positivas e o patdbgeno mais frequente estdados puros ou em associacadSaiphylococcus
coagulase negativa (28,25%). Observou-se a preslengestite subclinica e o seu principal patégeno
foi o Staphylococcusoagulase negativa. Observou-se a presenca detenssliclinica e o seu
principal patégeno foi o Staphylococcus coagulasgativa Fazer limpeza frequente nas instalacoes,
isolar animais doentes, possuir sala de ordenhgientzacdo dos tetos antes da ordenha foram os
maiores riscos associados a infec¢do da glandutaane ou seja, nas propriedades que realizaram

estas praticas houve uma maior taxa da infeccasisiga da glandula mamaria.
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Abstract: The objective of this work was to study the etiedoggents and risk factors associated with
subclinical mastitis goats in region cariri, sendaegion of Paraiba. In this study, we collecté@ 3
samples of goat milk fresh from 186 animals fromdHry farms in the state, being analyzed by
testing the screened mug, California Mastitis TEMT) and bacteriological examination. In the test
the screened mug and CMT, 3.22% and 43.90% of #meples were positive, respectively. In
bacteriological examination, 19.35% for the numbleglands and 38.70% of the goats were positive
and the most common pathogen among pure alone aomnbination was coagulase negative
Staphylococcus (28.25%). We observed the presdrmgbolinical mastitis and its main pathogen was
Staphylococcus coagulase negative. Make frequeainitig the premises, isolate sick animals, has
teats milking and cleaning room before milking wtre biggest risks associated with infection of the
mammary gland, in the properties that made theaetipes there was a higher rate of subclinical
infection of the gland breast.

Key words:etiologic agents, goat milk, mastitiStaphylococcus.

Introducéo
O leite de cabra tem sido bastante utilizado colesrativa para alimentacdo de criancas e
adultos sensiveis ou alérgicos ao leite de vaameasalidade é definida por seus parametros fisico-
guimicos e microbiologicos estabelecidos com otiMgjele fixar condigdes de producéo, identidade e
requisitos minimos de qualidade para consumo (Alanet al., 2013).

A mastite consiste na inflamagéo da glandula mam@rcaracteriza-se por alteracdes fisicas,
quimicas e bacteriologicas do leite, e por distghpatoldgicos do tecido glandular. E uma das
enfermidades mais comuns e importantes em rebatha@sprinos leiteiros, pois, acarreta enormes
prejuizos econdmicos a producéo leiteira, deccerelat reducdo da quantidade ou perda total da
capacidade secretora da glandula maméaria e pelproametimento da qualidade do leite produzido
para a fabricacdo de produtos derivados. E, sotntopde vista da saude publica, sdo frequentes os
casos de doencas associadas ao consumo de leitderowados lacteos contaminados por
microrganismos patogénicos (Fagundes & Oliveir@420

E uma doenca multifatorial, ocasionada por fat@ethientais e de manejo que propiciam
condicBes favoraveis para instalacdo de agentescinkos (Peixoto, et al. 2010). Dentre os varios
microrganismos que causam a infec¢cdo, os de orimteriana assumem destaque. As bactérias do
géneroStaphylococcystém sido apontadas como 0s principais patégessonsaveis pela mastite
intramamaria em caprinos (Coutinho et al., 200éngoni et al. 2006, Mota, 2008; Bolsanello et
al., 2009).Neste género, dtaphylococcusoagulase negativa (SCN) sdo os mais prevalentes
patdgenos causadores de mastite subclinica em antes leiteiros, provavelmente em virtude do

comportamento oportunista deste género nas infecg@enarias, favorecido pela sua manutengéo
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como agente da microbiota da pele e Ubere de anidwmésticos (Coutinho et.,a2006). Embora
menos patogénico qus. aureus os SCN podem também produzir mastite subclinesigtente,
significativo aumento na Contagem de células saast{CCS), causarem mastite clinica (Contreras
et al., 1997), bem como, produzir enterotagiriermoestaveis (Udo et al., 1999).

Contudo, apesar da reconhecida importancia dessé@ridacomo maior causadora de infec¢bes
intramaméaria em pequenos ruminantes, a patogediida diferentes espécies de SCN é variavel.
Esta patogenicidade também é associada a aderpoisastes microrganismos tém grande poder de
adesdo, producdo de enzimas extracelulares e sogamazes de provocar niveis elevados de leséo
tecidual (Mota, 2008).

Em cabras e ovelhas os patdgenos mais frequentenmoiadas entre o CNS foraB
epidermidis, S. xylosus, S. chromogenes e S. siman cabras a espécie mais prevalente é S.
caprae (Olechnowicz & Jskowski, 2014).Destes, Staphylococcus epidermidesS. capraeestédo
entre 0s mais prevalentes patdgenos da mastitalerasces. epidermidi€ S. xilosusem ovelhas.

O diagnostico clinico de mastite é feito basearadpes sintomas clinicos, isto €, sinais visiveis
da inflamacdo, como dor, em um ou mais quartosisee@ ordenha, e leite com sangue, pus, flocos,
ou dessorando. Entretanto, mastites subclinicazases crénicos ndo sdo diagnosticados pelos
métodos rotineiros de exame clinico: inspecéo doanleite e palpacdo (Radostits et al., 2007).

As frequéncias de mastite clinica e subclinica E@@metros consagrados na avaliacdo da
sanidade da glandula maméaria. Logo, constituem rmepos a serem considerados para a
implantacdo de um programa de controle da masiiem disso, andlises microbiolégicas séo
complementares e indispensaveis em um programantle desta enfermidade, por possibilitarem o
isolamento e a identificagdo do seu agente eticbd@Bueno et al., 2003).

Tendo em vista, a importancia desta afeccdo, oesge pela caprinocultura e a escassez de
trabalhos cientificos atuais, estudou-se a ocoafrms agentes etiolégicos e os fatores de risco

associados a mastite subclinica caprina no cag@ido semiarida da Paraiba.

Material e métodos

Neste estudo foram avaliadas 372 amostras dedeiié86 cabras, obtidas em 10 propriedades
localizadas nos municipios de Gurjao, Santo An8&g Jodo do Cariri, Parari e Taperod, regido
semiarida do estado da Paraiba em janeiro de Zid4ebanhos eram constituidos de animais sem
padrdo de raca definida (SPRD), puros e/lou mestitgss racas Saanen e Parda Alpina, sem
sintomatologia clinica de mastite, em diferenteslé@ e estagios de lactacdo, submetidos a ordenha
tipo manual, em sala adequada ou nao. As propmsdearacterizavam-se por utilizacdo da mao de
obra familiar.

Na ocasido da visita as propriedades, um questomgridemiolégico foi aplicado com a
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finalidade de caracterizar o problema a partir slguintes informagdes: ocupagéo principal, tipo de
criacdo e exploracdo, procedimentos de manejoéas@nitomo: limpeza de frequente do curral,
isolamento de animais doentes, limpeza e desirdedg&ala de ordenha, uso de pré e pos ‘dipping’,
limpeza dos tetos, secagem, esterilizagdo de mkteri

Antes da coleta das amostras de leite realizou-assepsia dos tetos, utilizando-se alcool a
70%, que posteriormente eram secos com papel tdakeartaveis. O diagnostico de mastite clinica
foi realizado por exame clinico do animal, da gliadnamaria e andlise dos trés primeiros jatos em
caneca de fundo escuro para observacdo de grundgmllos, pus sangue ou leite aguoso. Para
diagnéstico da mastite subclinica foi aplicado dif@aia Mastitite Teste (CMT), em cada metade
mamaria seguindo as orientacbes do fabricante.r&saritméticos foram atribuidos as diferentes
reacdes do CMT, sendo O, para reacbes negativagfrdcamente positivas), 2+ (positivas), 3+
(fortemente positivas determinadas pela viscosiflamieada entre o reagente e o leite.

Para o exame bacteriolégico, foram coletados 40dmlleite em frascos estéreis por cada
metade mamaria, acondicionados em caixa isotérnsizasgelo e transportados para um ponto de
apoio no municipio de Gurjao, PB, posteriormentarffoencaminhadas congeladas ao laboratério de
Sanidade Animal da Embrapa Tabuleiros Costeiros.

No Laboratorio foram cultivadas 10 microlitros, sitaneamente em agar base enriquecido
com 8% de sangue ovino, Agar Edwards enriquecido &% de sangue de carneiro, Agar sal manitol
e Agar MacConkey, e incubadas em estufa bactergadg37°C em aerobiose, realizando-se leituras
apos 24, 48 e 72 horas de incubacéo, sendo obasraadtaracteristicas de crescimento e producéo de
hemolise.

Nos microrganismos isolados foram realizados exdraeterioscopicos pelo método de Gram e
submetidos as provas de identificagdo. As provitigaatas foram: producéo de catalase, coagulacéo
de plasma de coelho, VP(Voges-Proskauer), oxideg@eentacao,NaCl 6,5%,hipurato de sodio, teste
de CAMP (Christie, Atkins e Munch-Peterson), eswllibiliesculina, urease, indol, motilidade em
agar semi-soélido, producdo de H2S, crescimento &in(Trés acucares e Ferro), agar citrato de
Simmons, VM/VP(Vermelho de Metila/ Voges-Proskauer)de, E.M.B(Agar Eosina Azul de
Metileno),gelatina, amido, e NaCl 9,5%.

Foram consideradas amostras positivas ao isolamemntoobiano as que apresentaram
crescimento. Quando houve o isolamento de trés @i micro-organismos, considerou-se como
contaminadas.

Para identificacdo dos agentes bacterianos, ohsse/@s caracteristicas morfotintoriais das
colénias através da técnica de coloracdo de Gr&m da realizacdo de provas bioquimicas e
taxondmicas, de acordo com Quinn et al., (1994pma base no Manual de Microbiologia Clinica
(Murray et al., 2004).



33

Para a andlise dos fatores de risco associadossttarsubclinica foram utilizados os dados
obtidos com o0s questionarios epidemiologicos agtisanas propriedades. Realizou-se estudo
descritivo das variaveis investigadas determinamdcequéncia. A andlise dos fatores de risco foi
efetuado analise univariada, onde cada variavepeddente foi cruzada com a variavel dependente
(condigéo sanitaria do animal). Um animal foi cdesado positivo quando foi positivo no exame
microbioldgico. As analises estatisticas foramizadhs com o programa Statistical Analysis System,
SAS 9.4. (2013).

Resultados e discusséo

Das 10 propriedades visitadas, a caprinocultura @rancipal atividade em quatro delas (40%).
Apresentava uma criacdo do tipo leiteira em sed@of7e em nove (90%) a exploracdo era do tipo
semi-intensivo. Dados similares foram encontraduspeopriedades de ovinos de corte no Parana-
Brasil (Pereira et al, 2014). Ambos os fatores m#luenciaram para a auséncia ou presenca de
mastite (Tabela 1).

Com relacdo ao manejo sanitario, observou-se qeeaaptrés (30%) propriedades faziam
limpeza do curral e estas pertenciam aos municiggoSanto André e Parari. Sete (70%) faziam
isolamento dos animais doentes. Apenas na regi@udéo nenhuma das duas propriedades tem essa
pratica.

Em Santo André verificou-se por meio dos questiosdgue nas duas propriedades, os
criadores de cabra faziam todas as medidas sasitéomo limpeza do curral, isolamento dos animais
doentes, limpeza e desinfecgéo da sala de ordbigienizacdo de utensilios de ordenha, uso de pré e
pos ‘dipping’, realizava secagem, esterilizavam atemal de aplicacdo de medicamentos, faziam
limpeza dos tetos e tratavam os animais ao obsguadquer alteragéo no leite ou teto. Apesar de tod
0 manejo, as propriedades estudadas deste murégipgeentou a maior porcentagem de positividade
no microbioldgico (19%).

Considerando que as informacdes foram obtidasysestipnario e ndo foi perguntado como era
realizado o procedimento, pode-se ressaltar qua, par efetivo, o pré-‘dipping’ deve ser feito
corretamente.

Na andlise dos fatores de risco para a mastitelisidac as variaveis associadas com a
probabilidade de resultado positivo foram: fazewlkeza frequente nas instalagdes (p<0,0001), isolar
animais doentes (p<0,0001), esterilizar materiahplecacdo de injecBes (p=0,0065), possuir sala de
ordenha (p<0,0001), higienizar sala e utensiliosrdenha (p<0,0001), Fazer limpeza e higienizacao
nos tetos antes da ordenha(<0,0001), fazer uspéde ds ‘dipping’ (p=0,0001), (Tabela 1)

Diferentemente do encontrado por Neves et al. (264@ pesquisa realizada na Paraiba, que

identificaram como fatores de risco associados atiteasubclinica além do ndo isolamento dos
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animais doentes, a caprinocultura ndo ser a atleigaincipal da propriedade e por Gomes et al.
(2014), em Sao Paulo que constataram os fatoresatepara a infeccdo mamaria, quando néo era
atividade principal, quando n&o se fazia o testeasi@ca, quando o cloro ndo era utilizado na limpez

dos tetos, limpeza inadequada da sala de ordeidiandn inadequada no processo de ordenha,
higiene inadequada do ordenhador.

Das 372 amostras de leite analisadas pelo CMT 67 1287/372) reagiram ao teste. Estas
apresentaram a seguinte distribuicdo: escore 112@31=33,06%), 2+ (n=128; 34,40%), 3+ (n=36;
9,70%), enquanto, 22,84 % (85/372) foram consideragtgativas. Entretanto, apenas os escores 2+ e
3+ foram considerados como infecc¢ao subclinicataa®o da presenca maior de células somaticas no
leite dessa espécie (Mota, 2008). As 164 amostmasideradas positivas no CMT, apenas 43,90 %
(72/164) apresentaram crescimento bacteriano @a&)ebdas quais, 1,21% (2/164) houve crescimento
de mais de dois microrganismos, considerou-se gondala e 56,10 % mostraram-se negativas. Estas
culturas negativas podem estar relacionadas, petwewte, com o tempo de congelamento das
amostras até ser analisado ou o transporte abatario, terem produzidos falsos negativos.

Resultados similares foram encontrados por Mel61ZP estudando mastite em cabras na
Paraiba, demonstrando que o CMT ndo € um testediitigo satisfatério para validar infeccbes
intramaméaria em caprinos. Um baixo escore do CMW $&do sugerido como bom indicador de
auséncia de infeccdo intramamaria em cabras, antoetum alto escore nem sempre indica infec¢éo
nesta espécie animal, uma vez que as célulasiagitelagem ao CMT juntamente com os leucdcitos,
causando uma interpretagéo diferente da usadaepeirzos (Perrin et al., 1997).

Verifica-se que no exame microbiolégico que houves@mento bacteriano em 19,35%
(72/372) das amostras das metades mamarias, natenggnifica uma frequéncia da mastite
subclinica nos rebanhos estudados uma taxa de98&/72186). Pesquisas em rebanhos de caprinos
leiteiros revelam a ocorréncia de mastite em 13% #tlas cabras lactantes (Anderson gt28105),
sendo que até 37% dos animais do rebanho podenseapase mastite subclinica (Silva et, al
2005).Neste sentido, os resultados obtidos nedied@sapresentam um pouco acima da taxa
considerada normal. Estudos realizados por Nevab(2010) na mesma regido, observaram indices
bem abaixo, de mastite subclinica em cabras leitéirl,49%).

A proporcédo de isolados positivos encontrados rieabalho foi maior na glandula esquerda
(53,06%) em relacdo a direita (46,94%), corrobovasaim os resultados observados por Cavalcante et
al.(2013) em um trabalho na Bahia. Ndo h& na titesa justificativa para isto, porém,
coincidentemente é o lado em que as cabras sdohadi®s. A prevaléncia da mastite subclinica
unilateral (67,12 %) foi maior quando comparada edbilateral (32,88%).

No teste da caneca de fundo escuro (tabela 2)%3(B2L86) das cabras apresentaram mastite

clinica em uma das metades mamarias, destas 6§46%na glandula maméaria esquerda. Estes
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animais eram oriundos de apenas quatro propriedseledo que em duas a ordenha era realizada em
uma plataforma de alvenaria dentro de uma salaude gm um destes criatdrios foram identificados
trés animais positivos, enquanto as demais a oaderdnfeita no chdo do préprio curral. De acordo
com Contreras et al. (2007) os resultados obtidoa @ mastite clinica no presente estudo estaodentr
dos niveis esperados, abaixo dos 5%. Em estudoamealizado na regido, Bianchini et al. (2010),
observaram uma ocorréncia de mastite clinica d&2®,3/327) pelo mesmo teste. J& Almeida et al.
(2013), estudando agentes etiolégicos da mastiteeranhos de Minas Gerais e Rio de Janeiro
constataram uma frequéncia de 3,1% (2/64).

Em sua maioria as mastites foram causadas por iom égente etioldgico 78,58 % (55/70), por
outro lado, em 21,42 % (15/70) das infec¢cBes mamémduve infeccdo mista.

Os resultados do isolamento de microrganismos dtarauypura e em associacdo podem ser
observados nas Tabelas 3 e 4, respectivanNmieabela3 pode ser observado que os microrganismos
isolados em cultura pura forarStreptotoccus bovi€29,10%), Staphylococcus coagulase negativa
(25,45%), Clostridium ulcerans(21,81%)Staphylococcus intermediu&d,27%), Escherichia coli
(5,45%), Arcanumbacterium pyogené€3,65%), Enterococcus spi(3,65%), Staphylococcus aureus
(1,81%),Proteus vulgarig1,81%). Enquanto na Tabela 4, verifica-se quesaciscao mais frequiente
foi entre Staphylococcuscoagulase negativa €lostridium ulceran0,0% (6/15), seguida de
Staphylococcusoagulase negativaStreptotoccus boviz0% (3/15).

De modo geral, os microrganismos isolados com miexgiéncia foram:Staphylococcus
coagulase negativa (28,25%treptotoccus bovig27,05%), Clostridium ulcerans(22,35%) e
Staphylococcus intermediug3,27%), conforme Tabela5. Estudos revelam que biastérias
encontradas como agentes de mastite, a prevaldra@ foi Staphylococcugoagulase negativo,
seguida d&. aureus doStreptococcuspp. (Moroni et al., 2005).

Resultados que corroboram com os encontrados parsNg al, 2010, que também observaram
que os SCN foram as bactérias mais frequentes estitensubclinica de cabras da regido da Paraiba,
concordando também com os resultados obtidos antente em outros trabalhos que afirmam que
0s SCN sao os principais agentes isolados na mastitclinica em caprinos (Mota, 2008;Shimidt, et
al., 2009; Neves, et .&€010; Cavalcante et.#013, Silva et al., 2013). Essas bactérias aprasent
importancia epidemiolégica, pois podem causar meastibclinica durante toda a lactagdo ou mesmo
no periodo seco (Poutrel et al. 1997), tornandanimais infectados fontes de infeccdo em potencial
no rebanho. Some-se a isso a importancia econdd@saes agentes, que causam prejuizos aos
produtores principalmente devido a reducédo na mé@alde leite (Leitner et al. 2004).

Estudando a mastite subclinica caprina na regi&@cBini et al (2010), constataram que a
bactéria mais isolada f&taphylococcuspp, com 84,44% dos isolados.Tais achados chanearpaat

para importancia de préaticas que permitam a obtehiggénica do leite, como higienizagédo adequada
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do teto, realizacdo do pré e pdfpping’ e da pratica conhecida como linha de ordenha,venaue,
a doenca pode ser transmitida de um animal infecéadutro sadio especialmente no momento da

ordenha.

Concluséo

Na regido semiarida paraibana observou-se a p@skngnastite subclinica e o seu principal
patdgeno foi oStaphylococcugoagulase negativa. Fazer limpeza frequente naaldg8es, isolar
animais doentes, possuir sala de ordenha e higigitzdos tetos antes da ordenha foram os maiores
riscos associados a infeccdo da glandula mamagdfida-se que embora os criadores indiqguem
aplicar medidas higiénicas nado esta refletindoatimle das cabras bem como, na qualidade do leite.
Assim, é necessério realizar um trabalho de comgzégdo e treinamento em boas praticas de
ordenha na regido, melhorar a assisténcia técmestaola aos criadores de modo que eles adotem

medidas de controle da mastite em cabras leiteirfis, de obter leite de melhor qualidade.
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Tabela 1 Analise univariada dos fatores de risco assosiaanastite caprina em rebanhos do

semiarido Paraibano.

Isolamento microbiol6gico Intervalo de confianca
Variaveis Positivo OR 95% P
N % Menor Maior

Caprinocultura é atividade principal - - - NS*
Sim 41 56,2
Nao 74 65,5

Tipo de criagéo - - - NS
Semi-intensiva 98 59,0
Intensiva 17 85,0

Tipo de exploracéo 0,264 0,127 0,546 0,0003
Leiteira 78 58,6
Mista 37 69,8

Faz limpeza frequente nas instalacdes 4,733 2,965 /5567 <0,0001
Sim 52 86,7
Nao 63 50,0

Isola animais doentes 4,733 2,965 7,556 <0,0001
Sim 74 58,7
Nao 41 68,3

Esteriliza material de aplicacdo de medicamento 08,8 1,180 2,770 0,0065
Sim 75 66,4
Nao 40 54,8

Possui sala de ordenha 3,804 2,382 6,076<0,0001
Sim 88 73,3
Nao 27 41,0

Higieniza sala e utensilios de ordenha 2,698 1,765 4,123 <0,0001
Sim 62 68,9
Nao 43 51,1

Trata quando observa alteracdo no teto 0,335 0,214 0,525 <0,0001
Sim 48 80,0
Nao 67 53,2

Trata quando observa alteracdo no leite 0,216 0,139 0,338 <0,0001
Sim 80 80,0
Nao 35 40,7

Higienizac&o nos tetos antes da ordenha 3,804 2,382 6,076 <0,0001
Sim 88 73,3
Nao 27 40,9

Faz uso de pré e poés diping 4,368 2,067 9,230 0,000
Sim 19 95,0
Nao 96 57,8

Faz secagem da cabra 1,514 0,997 2,300 0,05
Sim 72 67,9
Nao 43 53,7

OR= Odds ratio,* ndo significativo, - ndo calculado
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Tabela 2 Associacdo de achados microbiologicos e o tedW#l @& associacdo de achados

microbiologicos e 0 da caneca amostras de leitalieas, no semiarido paraibano

Microbiol6gico
CMT Total N (%)
Positivo N (%) Negativo N (%)

- 40 (10,7) 47 (12,6) 87 (23,3)
+ 47 (12,6) 75 (20,2) 122 (32,8
++ 65 (17,5) 62 (16,7) 127 (34,2)
+++ 13 (3,5) 23 (6,2) 36 (9,7)
Total N (%) 165 (44,3) 207 (55,7) 372 (100,0)
Caneca
- 160 (43,0) 206 (55,4) 366 (98,4)
+ 4 (1,1) 2(0,5) 6 (1,6)
Total N (%) 164 (44,1) 208 (55,9) 372 (100,0)
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Tabela 3- Frequéncias absoluta e relativa de microrgarsssmados em cultura pura de amostras de

leite de cabras com mastite subclinica, no sentdgrétaibano.

Microrganismos FA FR(%)
Streptotoccus bovis 16 29,10
Staphylococcusoagulase negativa 14 25,45
Clostridium ulcerans 12 21,81
Staphylococcus intermedius 4 7,27
Escherichia coli 3 5,45
Arcanumbacterium pyogenes 2 3,65
Enterococcus spp. 2 3,65
Staphylococcus aureus 1 1,81
Proteus vulgaris 1 1,81

Total 55 100
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Tabela 4- Frequéncias absoluta e relativa de microrgarssismlados em associagdo de amostras de

leite de cabras com mastite subclinica, no senadigrétaibano.

Microrganismos FA FR(%)
Staphylococcusoagulase negativa Clostridium ulcerans 6 40,00
Staphylococcusoagulase negativa Streptotoccus bovis 3 20,00
Staphylococcus intermedius + Streptotoccusbovis 2 13,36
Staphylococcus coagulase negativa + Arcanumbagtepyogenes 1 6,66
Staphylococcus intermedius + Clostridium ulcerans 1 6,66
Streptotoccus bovis + Enterococcus sp. 1 6,66
Streptotoccus bovis + Klebsiela sp. 1 6,66

Total 15 100,0
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Tabela 5 - Frequéncias absoluta e relativa de microrgarssisolados em cultura pura e em

associacdo de amostras de leite de cabras comamagiclinica no semiarido paraibano.

Microrganismos FA FR(%)
Staphylococcusoagulase negativa 24 28,25
Streptotoccus bovis 23 27,05
Clostridium ulcerans 19 22,35
Staphylococcus intermedius 7 8,25
Escherichia coli 3 3,52
Enterococcus spp. 3 3,62
Arcanumbacterium pyogenes 3 3,52
Staphylococcus aureus 1 1,18
Proteus vulgaris 1 1,18
Klebsiela sp. 1 1,18

Total 85 100,0
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CAPITULO I

IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO DE Staphylococcus COAGULASE NEGATIVA
PROVENIENTE DE LEITE CAPRINO POR PCR

Este manuscrito esta formatado de acordo com as normas do periédico

Pesquisa Agropecuaria Brasileira
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Identificacdo de Staphylococcus coagulase negativa extraido diretamente do leite gano
por PCR

Carlos Ticiano Coutinho Ram#% Suzana Aparecida Costa de Ard@joTania Valeska

Medeiros Dantas Simd&%, Arnaldo Santos Rodrigues Junidr Silvio Gomes dos Sant&%

Leandro Eugenio Cardamone Dififze Kénia Moura Teixeir®

@ programa de Pés-graduacédo em Ciéncia Animal-PPGi2Abniversidade Federal da Paraiba, Areia, PB.
Instituto Nacional do Semiarido-INSA. Av. Francistopes de Almeida, 58434-700, Campina Grande, PB,
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Resumo: O objetivo deste trabalho foi padronizar um diagjsésmolecular, da mastite
subclinica utilizando PCR, para identificacdoStaphylococcus sppdireto de leite caprino,
bem como, Identificar a presenca de ECN resistantaeticilina ou com producdo de
biofilme.Ap6és o resultado do microbiolégico, soneerds 24 amostras de leite que
apresentararBtaphylococcusoagulase negativa provenientes de isolados deteneaprina

no estado da Paraiba, foram encaminhadas ao laéborde Biologia molecular da mesma
instituicdo para a extragdo de DNA diretamenteedte.| O uso da PCR para identificagédo de
Staphylococcus coagulase negativa utilizando o DR#do pela extracdo baseada em fenol-
cloroformio néo foi eficiente. Baseado neste estpdde-se buscar melhores condicbes de
extracdo e primers mais especificos para a idemtfio deStaphylococcuscoagulase

negativa.

Termos de indexacaogene 16sRNA, gene ica, leite de cabra, mastitarsPCR.

Coagulase negative Staphylococcus identification eacted directly from goat milk by
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PCR
Abstract: The objective of this study was to standardize éemdar diagnosis of subclinical
mastitis using PCR for identification of Staphylocas spp. Direct goat milk as well as to
identify the presence of methicillin-resistant CNSbiofilm production. After the result of
microbiological, only 24 milk samples showed thatagulase negative Staphylococcus
isolates from goats mastitis in the state of Paraibere sent to the molecular biology
laboratory of the same institution for DNA extractidirectly from milk. The use of PCR for
identification negative Staphylococcus coagulageiobd by using DNA extraction based on
phenol-chloroform was not effective. Based on #tigly can seek best extraction conditions

and more specific primers for the identificationcohgulase negative Staphylococcus.

Index terms:16sRNA gene, ica gene, goat milk, caprine masiiR.

Introducao
A Mastite € uma dos mais comuns problemas de sgimlafetam caprinos e sdo usualmente
ocasionadas por bactéria gram positiva, mais comtgfaphylococcus sppStreptococcus
spp (Marogna et al., 2010). Bactérias do gérfetiaphylococcus sppstao entre 0s principais
agentes etioldgicos da mastite caprina (Dogrued.e2010). Varios relatos indicam que o
Staphylococcusoagulase negativa (SCN) sdo os mais prevalentexasos de mastite
subclinica de ovinos e caprinos, variando de 2342 (Bergonier et al., 2003).
O grupo dos SCN compreende cerca de 40 espécigizespecies (Bannerman, 2003), cuja
identificacdo completa depende de muitos testestifdnos ou de testes moleculares, nem
sempre disponiveis na rotina do diagndstico mialdgico. Entretanto, apesar do

reconhecido papel dessa bactéria como maior cawsatp infecgbes intramamarias em
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pequenos ruminantes, a patogenicidade de difereedpécies de SCN é variavel. Esta
patogenicidade também € associada a aderénciaggies microrganismos tém grande poder
de adeséo, producdo de enzimas extracelularesnasasapazes de provocar niveis elevados
de leséo tecidual (Mota, 2008). A maioria das d@sgéde SCN, comumente isoladas de
mastite subclinica em cabras e ovelhas S&phylococcus epidermidisS. caprae S.
simulans S. chromogenesS. XylosugBergonier et al., 2003)

Vérios alvos gendmicos tem sido usados para aifidagio de espécies de SCN, incluindo o
16SRNA (Heikens et al., 2005), o ITS (Couto et a001), gap (Yugueros et al., 2000),
groEL (Kwok et al., 1999), sodA (Poyart et al., 200femA (Vannuffel et al., 1999), tuf
(Martineau et al., 2001) andrpoB (Drancourt anduia@002).

O icaA representa atividade catalitidaacetilglicosaminatranferase e que sozinha temabaix
atividade transferase mas, quando € co-expressa icabBy apresenta atividade total
sintetizando residuos longos de 10-20 oligbmerdk @d-acetilglicosamina (Gotz,2002).

Os SCN, podem apresentar elevadas taxas de resst#ns antimicrobianos, tais como a
oxacilina (Michelin et al., 2005), com a possikalitt de possuirem uma proteina ligadora de
penicilina,com baixa afinidade em relacdo fidactamicos, codificada pelo gene mecA. A
resisténcia intrinseca para este antibiotico éudtta pela presenca de mecA, cujo produto é
uma proteina de 78kDa chamada de proteina ligaéaieilina (Utsui e Yokota, 1985).

O gene femA codifica uma proteina precursora d tgrra um papel na biossintese do
peptideoglicano en$. aureuse é também considerado como um fator influenciandével

de resisténcia a meticilina. Um gene homadlogo avAfdoi caracterizado erS.epidermidi

gue implica na possibilidade do femA ser uma refjlagenética conservada em espécies de
Staphylococcus spfpvannuffel et al, 1999).

Em virtude da existéncia d&. aureusresistente ao antibiético meticilina (cepasMRSA) e
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casos de SCN também resistente a meticilina (Madtoal., 2003), principalmente em
isolados de hospitais, resolvemos estudar se otzslas de SCN do leite de caprino alguma
cepa apresentaria resisténcia a meticilina.

O objetivo deste trabalho foi padronizar um diagieésmolecular, da mastite subclinica
utilizando PCR, para identificacdo &aphylococcus spdireto de leite caprino, bem como,

Identificar a presenca de ECN resistente a met&ctiu com producao de biofilme.

Material e Métodos
Isolamento Bacteriano
Foram avaliadas 372 amostras de leite de cabrdasbéim propriedades do cariri da Paraiba
em janeiro de 2014. Antes da coleta das amostragdbzado o teste da caneca e o CMT.
Estas amostras foram primeiramente submetidasssortécrobioldgico de acordo com Brito
e Brito, (1999) no laboratoério de sanidade aninsaEthbrapa Tabuleiros Costeiros. Apos o
resultado do microbiologico,somente as 24 amostdes leite que apresentaram
Staphylococcusoagulase negativa foram encaminhadas ao labaratérBiologia molecular
da mesma instituicdo para a extracao de DNA diretdendo leite.
Extracdo de DNA bacteriano
O DNA foi extraido diretamente do leite de acordmcoo protocolo de Rodrigues Junior et
al., (2014).
Reacdes de PCR
Os fragmentos contendo o0s genes de interesse foramplificados, a
partir de DNA gendmico de cepas 8taphylococcusoagulase negativa isoladas, por PCR
utilizando-se 0s primers especificos para a aroptfo dos
genes em estudo. Os primers utilizados para ideagdio dosStaphylococcus spgstao

descritos no quadro 1.
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O protocolo de PCR empregado para o gene femAaBaidolo nos trabalhos de Silva e Silva
(2005) e Silva (2008). Para analise do genecA foi utilizada o protocolo descrito por Dias
et al., (2011). Para amplificacdo do 16S rDNA mdili 0 par de primer universal 968 E 1401r
(Quadro 1) e o protocolo de Becker (2004).

Eletroforese em gel de Agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletese em gel de agarose 2% contendo
0,1 ug/L de brometo de etidio em tampao TAE (40 mM &gstato e 0,1 mM EDTA), a 100

V e 400 A por 50 minutos. Os produtos foram vialbs sob iluminacéo de luz ultravioleta.

Resultados e Discusséo
Das 372 amostras analisadas apenas 24 apresemtarsmlamento microbioldgico apenas
bactériasStaphylococcusoagulase negativa e estas foram encaminhadasaparslise
molecular. Das 24 amostras, seis (25%) apresent@dm negativo e foram positivos no
isolamento microbiologico e duas (8,33%) amplificar banda na PCR para o 16sRNA
(Quadro 2).
Resultados similares foram encontrados por Meld,228studando mastite em cabras na
Paraiba, demonstrando que o CMT ndo é um testandliigo satisfatorio para validar
infeccdes intramamarias em caprinos. Um baixo estorCMT tem sido sugerido como bom
indicador de auséncia de infecgdo intramamaria &onas, entretanto, um alto escore nem
sempre indica infeccdo nesta espécie animal (Rerah, 1997), uma vez que as células
epiteliais reagem ao CMT juntamente com os leugscitausando uma interpretacdo
diferente da usada para bovinos (Perrinet al., 1997

Neste estudo utilizou os genes icaA, icaD, femA¢Ame o 16sRNA. O icaA juntamente com
0 grupamento ica é responséavel pela formacéo diénteo

Das 24 amostras apenas sete amplificaram no PdRamdio os oligonucleotideos para o
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gene 16sRNA (figural). Resultados similares foeswontrados por Clements et al., (2008).
Que obtiveram um baixo percentual de reacdes pasipara a amplificacdo do gene GAPDH
(54,34%). O baixo indice de pureza (<1,6) encootradh grande parte das amostras
analisadas provavelmente contribuiu para a inibtE®CR.Os indices observados podem ser
decorrentes da contaminacdo por proteinas e/oducsside reagentes dos métodos de
extracao.

Com os avancgos e estudos de novas técnicas mokutdtadas a deteccao, identificacdo ou
caracterizacdo microbioldgica, a tipagem molectgan se difundindo amplamente, assim,
metodologias baseada em PCR para amplificacdogleepas quantidades de DNA alvo foi
desenvolvida com sucesso, conduzindo uma revolugd® técnicas de diagnostico
laboratorial. A despeito do enorme avanco na dateate agentes infecciosos por tais
métodos, algumas limitacbes foram evidenciadasreEatas, a co-extracdo de fatores
inibitérios, bem como as diferencas intra e intgpéeies que interferem na extragcdo do DNA
gendmico bacteriano (Nogueira, 2004).

A quantificagdo de DNA extraido variou de 26,8 dl,82ng/ul com média de 209,90
ng/ul.Um dos aspectos essenciais para obter rdesltade testes moleculares com a
reprodutibilidade adequada é a integridade do DiktAa@lo a partir de diferentes fontes.
Diversos fatores necessitam sera analisados e cadgzaa fim de definir os pontos cruciais
para a obtencdo de um extraido integro, puro epgumita a estocagem, sem que haja
degradacéo do DNA (Caldart et al, 2011).

Em bactérias, um fator adicional que contribui pareomplexidade da extracdo do DNA,
reside nas diferencas quanto a composi¢cdo da paetdar das mesmas. Desse modo, 0s
diferentes protocolos de extracdo de DNA devem idersr essa importante diferenca

estrutural bacteriana, principalmente ao planejesteatégia de obtencdo de acidos nucléicos
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celulares. Nessa direcdo, diferentes metodolo@iasdsscritas na tentativa de obtencdo de
grande quantidade de DNA a partir de bactérias Grasitivas (G+) e Gram-negativas (G-),
com maior ou menor sucesso (Nogueira et al., 2004).

Nenhuma amostra amplificou para os genes icaAD, it@mA e mecA. Arciola et al.
(2002) mostraram que técnicas moleculares pardifidagdo dos genesa, que codificam a
sintese do biofilme, representa uma ferramentaomuiportante para uma identificacao
acurada de cepas virulentas formadoras de biofilme.

Embora os genes icaA e icaD simultaneamente ndwatersido encontrados nestas
amostras, isso néo significa que estes estafilacgotados ndo sejam produtores de biofilme,
pois a producao de biofilme pode ser mediada ptvo®genes como o gene Bap responsavel
pela sintese de biofilme e8taphylococcus auresem algumas espécies de ECNSs isolados
de casos de mastite (Cucarella et al.,2004)

Conclusbes
As reagbes de PCR para identific&taphylococcus coagulase negatiuéilizando os
oligonucleotideos descritos na literatura e a e#ivade DNA utilizada, ndo foram eficientes

para identificar estas espécies no leite caprino.
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Figura 1- Gel de eletroforese do produto da PCR utilizandtogrs 16sRNA, a.1 - Marcador
de 100 bp - Norgen 11500 2 vazio, 3- amostra 9dmbstra 59d, 5- amostra 39E, 6- amostra
45E, 7- amostra 142E, 8- amostra BHI, 9- brancodagtrapura + Mix", 10- branco "s6 agua
ultrapura” , 11 — vaziol2-vazio.b. 1 - Marcador ¥ bp - Norgen 11500, 2- vazio, 3-
amostra 9d, 4- amostra 59d, 5- amostra 39E, 6- tamdSE, 7- amostra 142E, 8- amostra

BHI, 9- branco "agua ultrapura + Mix" ,10- bran@® 'agua ultrapura”, 11 — vazio, 12- vazio.

Quadro 1 - Primers utilizados no estudo
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Tamanho
Nome do Gene
Sequéncia (5-3) do Referéncia
primer alvo
fragmento
TCTCTTGCAGGAGCAATCAA Bernardi
icaA 188 IcaA
CCCAGTATAACGTTGGATACC (2005)
ATGGTCAAGCCCAGACAGAG Bernardi
icaD 198 IcaD
CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA (2005)
9681401 AAC GCG AAG AAC CTT AC Becker
433 16s
R CGG TGT GTA CAA GAC CC (2004)

AGT TCT GCAGTACCG GATTTG
mecA 533 mecA | Lee (2003)
AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG (

AAAAAAGCACATAACAAGCG Mehrotra et
femA 132 femA
GATAAAGAAGAAACCAGCAG al. (2000)

Quadro 2- Associacdo dos resultados encontrados no CMT caameicrobiologico e PCR
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16SrDNA
Amostras CMT Caneca Microbiologico PCR 16S
9d + - +
24d ++ + +
36d - - +
46d ++ - + +
59d - - +
83d + - +
129d ++ - +
142d ++ - +
4e + - - +
5e - - +
6e ++ - +
14e ++ - + +
39%e + - +
40e - + + +
45e - - + +
B2e ++ - +
116e +++ - +
122e + - +
125e + - + +
130e ++ - +
131e + - + +
139%e - - +
142e ++ - +
189e +++ - +
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NORMAS DA REVISTA SEMINA

Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte
organizacdo dos topicos: Titulo; Titulo em inglés; Resumo com Palavras-chave (no
maximo seis palavras, em ordem alfabética); Abstract com Key words (no maximo
seis palavras, em ordem alfabética); Introducédo; Material e Métodos; Resultados e
Discussdo com as conclusdes no final da discussdo ou Resultados; Discusséo e
Conclusbes separadamente; Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e
Referéncias Bibliograficas. Os topicos devem ser destacados em negrito, sem
numeracdo, quando houver a necessidade de subitens dentro dos topicos, 0s
mesmos devem ser destacados em itdlico e se houver dentro do subitem mais
divisbes, essas devem receber nimeros arabicos. (Ex. Material e Métodos... Areas
de estudo...1. Area rural...2. Area urbana).

O trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outra revista com o mesmo
conteudo, exceto na forma de resumo em Eventos Cientificos, Nota Prévia ou

Formato Reduzido.
A apresentacao do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:

1.Titulo do trabalho, acompanhado de sua traducado para o inglés.

2.Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com um
minimo de 200 e um maximo de 400 palavras, na mesma lingua que o artigo foi

escrito, acompanhado de sua tradugéo para o inglés (Abstract e Key words).

3.Introducéo: Devera ser concisa e conter revisdo estritamente necessaria a

introducéo do tema e suporte para a metodologia e discusséo.

4 Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua ou com

subitens, de forma a permitir ao leitor a compreenséo e reproducdo da metodologia

citada com auxilio ou ndo de citacdes bibliograficas.
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5. Resultados e Discusséo: Devem ser apresentados de forma clara, com auxilio de

tabelas, graficos e figuras, de modo a nao deixar duavidas ao leitor, quanto a

autenticidade dos resultados e pontos de vistas discutidos.

6. Conclus@es: Devem ser claras e de acordo com o0s objetivos propostos no

trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, instituicbes e empresas que contribuiram na

realizacdo do trabalho deverdo ser mencionadas no final do texto, antes do item

Referéncias Bibliograficas.
Observagoes:

Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo
sobrescrito, imediatamente depois da frase a que diz respeito, como notas de

rodapé no final da pagina.

Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverdo ser
assinaladas no texto pelo seu nimero de ordem em algarismos arabicos. Se as
ilustracbes enviadas ja foram publicadas, mencionar a fonte e a permissao para

reproducao.

Tabelas: As tabelas deverdao ser acompanhadas de cabecalho que permita
compreender o significado dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao
texto.

Grandezas, unidades e simbolos:

a) Os manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos Caodigos
Internacionais de cada area.

b) Utilizar o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.

c) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar unidades, e.qg.:
kg ha™. N&o inter-relacione unidades usando a barra vertical, e.g.: kg/ha.

d) Utilizar um espaco simples entre as unidades, g L™, e ndo g.L™* ou gL™.
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e) Usar o sistema horario de 24 h, com quatro digitos para horas e minutos: 09h00,
18h30.

8. Citacdes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publicacéo de

acordo com os seguintes exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2001) confirmaram que .....

b) De acordo com Santos et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....

c) Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbioldgica.....

d) [...] e inibir o teste de formacgé&o de sincicio (BRUCK et al., 1992).

e) [...] comprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 1995).

Citacdes com dois autores

Citacdes onde sdo mencionados dois autores, separar por ponto e virgula quando

estiverem citados dentro dos parénteses.

Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTI, 2000).

Quando os autores estiverem incluidos na sentenca, utilizar o (e)
Ex: Pinheiro e Cavalcanti (2000).

Citacdes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expresséo et al.

Dentro do paréntese, separar por ponto e virgula quando houver mais de uma

referéncia.

Ex: (RUSSO et al., 2000) ou Russo et al. (2000); (RUSSO et al., 2000; FELIX et al.,
2008).
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Para citagOes de diversos documentos de um mesmo autor, publicados no mesmo
ano, utilizar o acréscimo de letras minusculas, ordenados alfabeticamente apos a

data e sem espacejamento.
Ex: (SILVA, 1999a, 1999b).

As citacOes indiretas de diversos documentos de um mesmo autor, publicados em

anos diferentes, separar as datas por virgula.
Ex: (ANDRADE, 1999, 2000, 2002).

Para citacOes indiretas de varios documentos de diversos autores, mencionados

simultaneamente, devem figurar em ordem alfabética, separados por ponto e virgula.
Ex: (BACARAT, 2008; RODRIGUES, 2003).

9. Referéncias: As referéncias, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago. 2000, e
reformulacdo numero 14.724 de 2011 da ABNT, deverdo ser listadas na ordem
alfabética no final do artigo. Todos os autores participantes dos trabalhos deveréo
ser relacionados, independentemente do numero de participantes. A exatiddo e
adequacao das referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e mencionados
no texto do artigo, bem como opinides, conceitos e afirma¢gbes sdo da inteira

responsabilidade dos autores.

Observacao: Consultar os ultimos fasciculos publicados para mais detalhes de como

fazer as referéncias do artigo.

As outras categorias de trabalhos (Comunicacdo cientifica, Relato de caso e
Revisdo) deverdo seguir as mesmas normas acima citadas, porém, com as

seguintes orientacdes adicionais para cada caso:
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NORMAS DA REVISTA PESQUISA AGROPECUARIA BRASILEIRA - PAB

Organizacéao do Artigo Cientifico

A ordenacéo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos,
Resumo, Termos para indexacao, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducéo,
Material e Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos,
Referéncias, tabelas e figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Abstract,
Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexacado, Introduction,
Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements,

References, tables, figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrdnicos,
Resumen, Términos para indexacién; titulo em inglés, Abstract, Index terms,
Introduccion, Materiales y Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones,

Agradecimientos, Referencias, cuadros e figuras.
- O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués,

no caso de artigos redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 péginas, incluindo-se as ilustracdes
(tabelas e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o contetdo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,

incluindo-se os artigos, as preposicdes e as conjuncoes.
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- Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou
“influéncia”.

- Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste
caso, apresentar somente o nome binario.

- Nao deve conter subtitulo, abreviacfes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices

desenvolvidos por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial mailscula, por extenso, separados
por virgula; os dois ultimos sdo separados pela conjungéo “e”, “y” ou “and”, no caso
de artigo em portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um namero em algarismo
arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de

endereco do autor.

Endereco dos autores

- S&80 apresentados abaixo dos nomes dos autores, 0 nome e o enderego postal
completos da instituicdo e o endereco eletrénico dos autores, indicados pelo nimero
em algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicao.

- Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados

por virgula.

Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras mindsculas, exceto a letra inicial, na

margem esquerda, e separado do texto por travessao.
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- Deve conter, no méximo, 200 palavras, incluindo numeros, preposicoes,
conjuncdes e artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, 0 material e os métodos,
0s resultados e a conclusao.

- Nao deve conter cita¢des bibliograficas nem abreviaturas.

- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do

indicativo.

Termos para indexacao

- A expressao Termos para indexacao, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em
letras minUsculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode
possuir duas ou mais palavras.

- Ndo devem conter palavras que componham o titulo.

- Devem conter o nome cientifico (s6 0 nome binario) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual

Agricultural Thesaurus ou no indice de Assuntos da base SciELO .

Introducéo

- A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas,
exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia
do problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros
trabalhos publicados sobre o assunto.

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no

inicio do Resumo.
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Material e Métodos

- A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os
termos Material e Métodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as
letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e
indicar os tratamentos, 0 numero de repeticbes e o tamanho da unidade
experimental.

- Deve conter a descricao detalhada dos tratamentos e variaveis.

- Deve-se evitar o uso de abreviacdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador
possa repetir o experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descric6es de técnicas de uso
corrente.

- Deve conter informacédo sobre os métodos estatisticos e as transformacfes de
dados.

- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito,

com letras mindsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

- A expressao Resultados e Discussao deve ser centralizada e grafada em negrito,
com letras mindsculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.

- As tabelas e figuras sao citadas sequencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos
em relacao aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.

- Dados nédo apresentados nédo podem ser discutidos.

- Nao deve conter afirmacgdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos

no proprio trabalho ou por outros trabalhos citados.
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- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracéo
do texto em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma
tabela ou figura, ndo € necessaria nova chamada.

- N&ao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente
obtido.

Conclusodes

- O termo Conclusbes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o0
verbo no presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

- N&o podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou
instituicdes).

- Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras

minudsculas, exceto a letra inicial.
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- Devem ser de fontes atuais e de perioddicos: pelo menos 70% das referéncias
devem ser dos ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as
adaptacdes descritas a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nhomes dos autores, separados
por ponto-e-virgula, sem numeracao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periodicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagcéo de citacao.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que
aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de POs-Graduacdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periédicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacéo de QTL associados
a simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.AS,;
BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O
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agronegocio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia:
Embrapa Informacéo Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.0O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil.
Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e

Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de producéo, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenoldgico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletrénicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliagdo dos impactos econdmicos, sociais
e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do ano de
2003. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria

Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006.

CitacGes

- Nao sao aceitas citacfes de resumos, comunicacao pessoal, documentos no prelo
ou qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitacéo
deve ser evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT,
com as adaptacoes descritas a seguir.

- Redacéo das citacbes dentro de parénteses

- Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maitscula, seguido

de virgula e ano de publicacao.
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- Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maitscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacao.

- Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a
primeira letra maiuscula, seguido da expresséo et al., em fonte normal, virgula e ano
de publicacéo.

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronolégica e em seguida a
ordem alfabética dos autores.

- Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem
ser repetidos; colocar os anos de publicacédo separados por virgula.

- Citacado de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento
original, seguido da expressao “citado por” e da citacdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citacdo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no
caso de uso de citagdo de citacdo, somente a obra consultada deve constar da lista
de referéncias.

- Redacéo das citacOes fora de parénteses

- CitagBes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientacdes

anteriores, com o0s anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Férmulas, expressdes e equacfes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho
padronizado da fonte Times New Roman.
- N&o devem apresentar letras em italico ou negrito, & excecao de simbolos escritos

convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, com algarismo arabico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apés as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sao: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna

indicadora dos tratamentos ou das variaveis.
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- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito;
deve ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da
espécie e das variaveis dependentes.

- No cabecalho, os nomes das varidveis que representam o conteldo de cada
coluna devem ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o
significado das abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema
Internacional de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo
algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da
tabela; dados nao apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-
de-rodapé explicativa.

- Na comparacao de médias de tratamentos séo utilizadas, no corpo da tabela, na
coluna ou na linha, a direita do dado, letras minUsculas ou maildsculas, com a
indicacdo em nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo;
usa-los ainda na base da tabela, para separar o conteido dos elementos
complementares. Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho
e do corpo; ndo usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando o0s recursos do menu
Tabela; ndo fazer espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o
recurso recuo do menu Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes
devem constar nas referéncias.

- Notas de chamada: sdo informac0es de carater especifico sobre partes da tabela,
para conceituar dados. Sdo indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente,
entre parénteses, a direita da palavra ou do numero, no titulo, no cabecalho, no
corpo ou na coluna indicadora. S&o apresentadas de forma continua, sem mudanca

de linha, separadas por ponto.
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- Para indicacdo de significAncia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na
forma de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e **

(significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sao consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para
ilustrar o texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a
documentacgéo dos fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero
em algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencgdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura,
no titulo, ou entre a figura e o titulo.

- Nos graficos, as designacbes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
maiusculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras nao-originais devem conter, apés o titulo, a fonte de onde foram extraidas;
as fontes devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias é obrigatoério, como também ¢é obrigatério o
crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acao criativa em sua
elaboracdo. - As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em
todas as figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes,
como: circulo, quadrado, tridngulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora
do quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de
informacdes que comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa
reproducao gréafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.
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- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a
edicdo em possiveis correcgoes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50,
75 e 100%, para cinco variaveis).

- N&o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucédo de, no minimo, 300 dpi e
ser gravadas em arquivos extensao TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.
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Questionario n°

DADOS DA PROPRIEDADE

Nome da Propriedade: Coordenadas
cas: Endereco:

Distrito/Localidade Municipio UF

Area: ha Tipo do terreno: (0) plano (1) alagado (2) acidentado

Geografi-

I-DADOS DOCRIADOR

1.ldade do criador: anos

2.Estado civil: (1)Solteiro (2) Casado (3) Separado (4) Viuvo

3.Nivel educacional: (0) N&do estudou (1) Primario incompleto (2) Primario completo
(3) Secundario incompleto (4) Secundario completo (5) Profissionalizante (6) Superior
4.Ja realizou algum curso ou treinamento em caprino-ovinocultura? (0) ndo (1) sim
5.Pertence a algum tipo de associa¢do?

(0) ndo (1) sim, a cooperativa local (2) sim, outra (3)

6. Esta € sua ocupacéo principal? (0) N&o (1) Sim

6.1. Possui outra ocupacao? (0) N&o (1) Sim:

7.Vocé ou outra pessoa da familia ou trabalhadores ja sofreram de alguma doenca

relacionada a criagcdo de animais? (0) Nao (1) Sim

[I-CARACTERISTICAS GERAIS DA CRIACAO

8.ldentificacdo do Rebanho: (0) N&o (1) Sim
9.Tipo de Marcacéo: (1) Brinco (2) Medalha (3) Corte na Orelha (4) Tatuagem

(5) Outro

Composicdo do Rebanho Caprino

Anglo-Nubiana (1) Toggemburg (2) Murciana (3) Saanen (4) Alpina (5)Boer (6) Mestica (7) SRD
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10.Tamanho do Rebanho

Cabritos (< 1 ano): Ovinos:
Cabras: Bovinos:
Reprodutores:

Rufido:

Compartilha reprodutor com outros criadores? (0) Nao (1) Sim

11.Raca predominante:

12.Tipo de producéo: (1) Carne (2) Leite (3) Mista

13.Tipo de manejo: (0) Nenhum/outro (1) Intensivo (preso dia e noite)

(2) Semi-extensivo (pasto + preso) (3) Extensivo (solto maior parte do tempo)
14.Tipo de pasto:(0)N&o tem pasto (1)Nativo (2)Planta capim

15.Nivel da producao:

a.Quantas cabras estdo em lactacdo?

b.Média de producéo por cabra?

c.Litros de leite por ano:

d.Numero de animais vendidos/abatidos por ano:

16. Tempo na atividade:

17.Tipo de Aprisco:(0) Chéo Batido (1) Ripado (2) Cimentado (3) Outro

18.Frequéncia com que limpa/varre/desinfeta as instalagfes:

(0) ndo limpa (1) diario (2) semanal (3) mensal (4) anual

19.Dispde de servico veterinario? (0) N&o (1) Particular (2) Cooperativa/associacao (3) Governo esta-
dual/Federal

20.Empregados na propriedade: (1)Familiares (2)Contratados

21.Tem eletricidade? (0) ndo (1) sim

21.Fonte de agua:(0) nao tem (1) agude (2) cacimba/poco (3) companhia de abastecimento

(4) outraMineralizacdo dos animais: (0) Nao (1) Sim /Concentrado: (0) N&o (1) Sim Quanto?_

23.Adquiriu fémea reprodutora de reposicdo nos ultimos 5 anos? (0) Nao (1) Sim
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24. Adquiriu machos reprodutores de reposi¢éo nos ultimos 5 anos? (0) Nao (1) Sim

25.Qual a origem dos animais adquiridos?
(1)Propriedades vizinhas (mesmo municipio) (2) Outras propriedades (fora do municipio) (3) Feiras ou

exposicdes de animais (4) Outros Estados

[I- MANEJO SANITARIO

26. Mortalidade
(0) N&o sabe (1) Abaixo de 10% (2) Entre 10 e 20% (3) Entre 20 e 50% (4) Acima de 50%
27.0bservou alguma fémea que ndo emprenhou no Gltimo ano? (0) Nao (1) Sim

28.Numero de fémeas que abortaram (entre) no ultimo ano:

29. Numero de borregos/ cabritos que morreram durante o parto:

30. Numero de cabritos/ borregos que morreram antes de 1 més de vida:

31. Entre as doencas abaixo, assinale aquelas que ocorrem no rebanho:
a.Conjuntivite:(0) ndo (1) pouco (2) s vezes (3) muito

b.Pneumonia: (0) ndo (1) pouco (2) &s vezes (3) muito

c.Diarréia: (0) ndo (1) pouco (2) as vezes (3) muito

d.Helmintoses: (0) ndo (1) pouco (2) as vezes (3) muito

e.Mal do Caroco: (0) ndo (1) pouco (2) as vezes (3) muito

f.Mastite: (0) ndo (1) pouco (2) as vezes (3) muito

32.Vermifugacéo: (0) Nao (1) Sim

33.Permanéncia minima de 12 horas ap6és a vermifugac¢ao no curral: (0) Nao (1) Sim
34.Desinfecgédo do curral apos vacinacao e vermifugacao: (0) N&do (1) Sim

35.Troca anual do vermifugo: (0) N&o (1) Sim

36.Faz uso de esterqueiras: (0) Nao (1) Sim

37.Vermifuga os animais recém chegados na propriedade: (0) Nao (1) Sim

38.Faz quarentenario mesmo dos animais da propriedade ap0s feiras: (0) N&o (1) Sim
39.Separa animais jovens de adultos: (0) Nao (1) Sim

40.Separa machos de fémeas: (0) Nao (1) Sim
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41.Faz descanso de pastagens: (0) Ndo (1) Sim

42 Enterra ou crema animais mortos com morte natural: (0) N&o (1) Sim
43.0s diagndsticos sao feitos por técnicos: (0) Nao (1) Sim

44 1sola animais doentes: (0) Nao (1) Sim

45 Esteriliza material de aplicacdo de medicamentos: (0) Nao (1) Sim
46.Usa seringas e agulhas descartaveis: (0) Nao (1) Sim

47.Faz limpeza e desinfec¢éo das instalag6es: (0) Nao (1) Sim

48.Qual freqiiéncia? (1) diaria (2) semanal (3) quinzenal (4) mensal
49.Adota e cumpre calendario profilatico: (0) Nao (1) Sim

50.Vacina contra raiva? (0) Nao (1) Sim

51.Vacina contra clostridiose? (0) N&o (1) Sim

IV. MANEJO SANITARIO DA MASTITE

52.Tem conhecimento da doenca? (0) NAO (1) SIM

53.Sabe como a mastite é transmitida dentro do rebanho? (0) NAO (1) SIM

54.Sabe o que ¢é linha de ordenha e a importancia dessa préatica? (0) NAO (1) SIM

55.Usa a 0 CMT ou a caneca de fundo escuro? (0) NAO (1) SIM

56.Sabe interpretar? (0) NAO (1) SIM

57.Em quais condicdes é feito o tratamento da mastite?

(1) quando observa alteracéo no leite (2) quando observa alteracdo na teta (3) quando observa rea-
¢do no CMT (4) orientado pelo técnico

58.Quais os antibiéticos que ja foram utilizados no tratamento da mastite?

(1) Gentamicina (2) Florfenicol (3) Amoxicilina (4) Enrofloxacina (5) Neomicina (6)Bacitracina (7) Te-
traciclina (8) Penicilina (9) Ampicilina (10) Eritromicina (11) Cloranfenicol (12) Cefalosporina (13) outro
59.Usa algum atualmente? Qual?(1) Gentamicina (2) Florfenicol (3) Amoxicilina (4) Enrofloxacina (5)
Neomicina (6)Bacitracina (7) Tetraciclina (8) Penicilina (9) Ampicilina (10) Eritromicina (11) Cloranfe-
nicol (12) Cefalosporina (13) outro

60.Usa bisnaga intramamaria pra o tratamento da mastite? (0) Nao (1) Sim

Como é feito?
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(1) bisnaga inteira (2) meia bisnaga (3)1/3 da bisnaga (4) apds ordenha (5) higieniza o teto antes de
administrar

61.Qual a duracdo minima do tratamento da mastite?(1) 1-3 dias (2) 3-5 dias (3) 5-7 dias (4) 7 -10
dias

62.Quando a cabra ndo apresenta melhora o que vocé faz?

(1) troca o antibidtico (2) prolonga o tratamento (3) descarta a cabra (4) nada

g. Pododermatite: (0) ndo (1) pouco (2) as vezes (3) muito

h.Boqueira: (0) ndo (1) pouco (2) as vezes (3) muito

i. Aborto: (0) ndo (1) pouco (2) as vezes (3) muito

63.Vermifugacéo: (0) Nao faz (1) Estratégica (2) Tatica (3) Supressiva (4) Curativa

V - MANEJO REPRODUTIVO DO REBANHO

64. Qual o tipo de manejo reprodutivo do rebanho?
(1) Monta natural (2) Monta controlada (3) Inseminacéo artificial
65. Qual a época (meses) de reproducéo/ paricdo? (0) o ano todo (ndo controla) (1) controla

66. Quantos cabritos cada fémea produziu no ultimo ano? (0) N&o sabe dizer (1) 1 (2) 2 (3) 3

VI-CARACTERISTICAS DA ORDENHA

67. Local onde é realizada a ordenha? (1) Curral (2) Plataforma de ordenha

68. Utilizacao do pré e pds-dipping?(0) ndo (1) sim

69. Presenca de moscas no local da ordenha? (0) ndo (1) sim

70. Higienizacéo da Sala e/ou Equipamento: (0) N&o (1) Sim Produto:

(1) lodo (2) hipoclorito de sddio (3) digluconato de clorexidina (4) aménia quaternaria (5) cloreto de
benzalconio

71. Faz Linha de Ordenha? (0) Nao (1) Sim

72. Tratamento Preventivo de Mamites em Cabras Secas: (0) N&o (1) Sim

73. Realiza secagem da cabra; (0) Nao (1) Sim

74. Caso sim, quais os critério de Secagem da Cabra:

(1) Baixa Producao (2) Periodo de Lactacao (3) Periodo de Gestacgéo (4) Outro:

75.Periodo Médio de Lactacao : dias
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VII- MANEJO DAS CRIAS

76. Administracdo do colostro: (0) Nao (1) Sim

77. Tipo de Colostro Dado as Crias: (1) Vaca (2) Cabra (3) Artificial

78. Tratamento do Colostro: (0) In Natura (1) Pasteurizado (3) Termizado

Possui Banco de Colostro ? (0) N&o (1) Sim

79. Aleitamento:(O)Natural (1)Artificial Leite Utilizado no Aleitamento:(1)Cabra (2)Vaca (3)Soja
(4)Artificial (5) Outro

80. Corte e desinfeccdo do umbigo: (0) Nao (1) Sim




